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1 EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die haufigste Krebserkrankung bei Frauen ist dasnMakarzinom (Brustkrebs).

Allein in Deutschland erkranken jahrlich 55.100 kena an Brustkrebs, was 26,8% aller
Krebsneuerkrankungsfélle bei Frauen und 40% deeiteankungen bei Frauen unter
60 ausmacht (Schatzung fur 2002, siehe Tab. 1.Bnner erkranken wesentlich
seltener an Brustkrebs (etwa 1 Mann je 100 Frad®ag.mittlere Erkrankungsalter liegt
mit 62 Jahren knapp 7 Jahre unter dem mittleremaBkkingsalter bei Krebs gesamt.
Auf Grund intensiver Vorsorge-Untersuchungen (Margraphie) und einer

verbesserten Frihdiagnose ist die relative 5-Jdbbeslebensrate bei Brustkrebs-
patientinnen mittlerweile auf 79% gestiegen. Weitgynakologische Malignome wie
das Endometriumkarzinom (Gebarmutterkérper; 5,5% Meuerkrankungen), das
Ovarialkarzinom (Eierstocke; 4,8% der Neuerkranlamgund das Zervixkarzinom

(Gebarmutterhals; 3,2% der Neuerkrankungen) sinsaramen mit knapp 28.000
Neuerkrankungen pro Jahr nur etwa halb so héaufig Brustkrebs. Die niedrigste
relative 5-Jahres-Uberlebensrate der gynakologiscl@ebserkrankungen (41%)
weisen auf Grund der schlechteren Prognose Patmamti mit Ovarialkarzinom auf

(Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregist&eutschland e.V., GeKiD mit dem
Robert-Koch-Institut, 2006).

Tab. 1.1: Epidemiologie der wichtigsten gynakologchen Malignome in Deutschland
(Schéatzung fur 2002, GeKiD mit dem Robert-Koch-Instut, 2006)

Mamma Endometrium Ovar Zervix

Krebsneuerkrankungen p.a.(absolut) 55.100 11.350 9.950 6.500
Anteil an Krebsneuerkrankungen 26,8% 5,5% 4,8% 3,2%
Sterbefalle p.a.(absolut) 17.780 2.678 5.910 1.763
Anteil an Sterbefallen 17,8% 2,7% 5,9% 1,8%
5-Jahres-Uberlebensrate 79% 77% 41% 67%

Bei Brustkrebs (Mammakarzinom, Carcinoma mammae)déla es sich um eine
invasive, d.h. eine in das Gewebe eindringendegmalirfumorerkrankung. Im grof3ten

Teil der Félle geht das Mammakarzinom aus dem Ephrvor, das die Milchgange
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der weiblichen Brustdrise auskleidet. Die h&aufigBtam ist das invasiv-duktale
Karzinom (70-80% der Fdalle), das aus den milchafeitidlen Gangen (Ductuli)
hervorgeht, gefolgt vom invasiv-lobularem Karzingh®-20% der Falle), das in den
Drisenlappen (Lobuli), d.h. in den milchproduzietem Endstrukturen, seinen
Ursprung hat. Neben den invasiven Formen existiebemigne nicht-invasive
Frihformen wie das intraduktale und das lobularsitimKarzinom, die zwar eine
betrachtliche GrolRe von mehreren Zentimetern dre@idonnen, aber die Grenzlinie
zum umgebenden Drisengewebe, d.h. die Basalmembefmitionsgemald nicht
Uberschreiten. Fur keinen Karzinomtyp existierenvigde Prognose- (Definition von
Risiken fur Rezidiv und Tod) und Pradiktivfaktoréhussicht auf Therapieerfolg) wie
fur das Mammakarzinom. Etablierte Faktoren sindeilhistologischer Typ, TNM-
Status (Einteilung nach Gro3e und Ausbreitungmar, Nodi, Fern-Metastasen) sowie
der Hormonrezeptorstatus  (Ostrogen- und  Progestzeptor).  Neuere
Prognosefaktoren umfassen die Bestimmung des éhatibnsgrades (z.B. Mitose-
Index, S-Phase, Ki-67, MIB, PCNA), von Wachstumed WDifferenzierungsfaktoren
(z.B. EGFR (z.B. Her-2), IGFR, pS2), von Faktorelie einen Einfluss auf die
Tumorinvasion (Cathepsin B, D und L, uPA, PAI-1)dufngiogenese (VEGF) haben
sowie die Untersuchung von Adhasionsproteinen (®teemokine, Ep-CAM, E-
Cadherin), Apoptose-induzierenden Liganden (z.BFTRasL, TRAIL, bcl-2, bax) und
Onkogenen/Tumorsupressorgenen (p53, c-myc, BRCAILBRCA?2). Alle genannten
Faktoren haben die Auswahl der bestméglichen Thenayit z.B. Antiéstrogenen und

Aromastasehemmern und die Erstellung einer larigfeis Prognose zum Ziel.

Die Mehrheit der Mammakarzinome (ca. 75%) ist sgecher Natur und kann als
Effekt eines Mehrschrittprozesses verstanden wefBeokmannet al., 1997). Dieser

umfasst die Stadien Hyperplasi situ Karzinom und invasives Karzinom. Die
Tumorentstehung stellt sich als Zusammenspiel gahetr Faktoren und

nichtgenetischer Faktoren (Hormone, WachstumsfaktoMutagene aus der Umwelt)
dar. Genetische Veranderungen umfassen zum erbbohe DNA-Schaden und eine
damit verbundene genetische Pradisposition undrarsigts spontan auftretende DNA-
Schaden wie Punktmutationen, Deletionen, Insertipnelranslokation und

Amplifikation (Lengaueret al., 1998;Lerebours und Lidereau, 2002; Balmainal.,

2003). Die durch diese genetischen Veranderungeimfliesste Expression bestimmter
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Gene verschafft Tumorzellen einen SelektionsvortBie tumorassoziierten Gene
haben eine bedeutende Wirkung auf das Wachstum Zellen und werden in
proliferationsfordernde Onkogene (EGFR Familie (Rgrc-myc, c-fos, c-jun) und
proliferationshemmende Tumorsuppressorgene (p53,BRCAL und BRCA2, PTEN)
unterteilt (Osbornet al., 2004, Futreadt al., 2004).

Das Epithel ist fur die Entstehung von Mammakamiea das haufigste
Ursprungsgewebe. Das Mammaepithel steht unter hweheo Kontrolle der
Steroidhormone Ostrogen und Progesteron. Ostragevor allem fiir die Zellteilung
und Proliferation von glanduldrem Epithel entscbhail Dies begriindet, warum eine
Vielzahl der Mammakarzinome eine Ostrogene Abhdwmgigaufweist und das
Tumorwachstum stark von diesem Hormon gepragbDist.Rolle von Ostrogenen und
den zugehdrigen Rezeptoren bei der Entstehung vouostlBebs konnte in
epidemiologischen und zellbiologischen Studien gashesen werden (Dicksaa al.,
1988; Colditzet al., 1995; Platetet al., 2004; Dowsettet al., 2005). Wahrend der
Tumorgenese ist der OstrogenrezeptorEER der Brust hochreguliert (Clarlet al.,
1994), weshalb der Nachweis des ER-Status ein dg&tigicher Faktor ist und fir die
Therapie von Brustkrebs eine entscheidende Bedg Unain

1.1 Genomische Ostrogenwirkung

Ostrogene, mit der aktivsten Form t®stradiol (E), gehdren neben Progesteron,
Androgenen, Glukokortikoiden und Mineralkortikoideaur Familie der lipophilen
Steroidhormone. Diese werden von endokrinen Zedlgrthetisiert und sezerniert. Sie
sind wichtig u.a. fur die Entwicklung von normalBrustdriisen (Toppeat al., 1980).
Mit dem Blutstrom gelangen sie zu ihren Wirkungsortind dringen tber Diffusion in
Zielzellen ein. Nach dem traditionellen Modell werk Steroidhormone ausschlief3lich
Uber die Bindung an intrazellulare Rezeptoren derd®irezeptor-Superfamilie, einer
Klasse ligandenabhangiger Transkriptionsfaktoreaa(B und Klug, 2000). Im Falle
von Ostrogen kommt es nach Diffusion in die Zeller zBindung an den
Ostrogenrezeptor (ER). Dieser liegt in Abwesenaigies Liganden zunachst gebunden
an Heat-Shock-Proteine (HSP) wie Hsp90 vor (BeB89; Tsai und O’Malley, 1994;
Yamashita, 1998). Die durch Ostrogenbindung bewikkbnformationsanderung fiihrt

zur Dissoziation der HSPs vom ER sowie anschlie@enddomo- und
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Heterodimerisierung und Phosphorylierung des RezggHall und McDonnell, 1999;
Osborne und Schiff, 2005). Der aktivierte Ostrofareptor Komplex transloziert vom
Zytoplasma in den Zellkern und bindet dort an mhiiiische DNA-Sequenzen der
Zielgene, die sogenannten ,Estrogen Responsive diitsh (ERE) (Kumaret al.,
1988). Diese befinden sich bei den meisten GeneslemPromotorregion nahe dem
Transkriptionsstart. Durch die Interaktion des Reaelimers mit den EREs im
Promotorbereich wird die Transkription der korrasgierenden Gene herunter- oder
heraufreguliert, was zu einer veranderten Exprasder von diesen Genen kodierten
Proteine fuhrt (Mangelsdod al., 1995; Beat@t al., 1995; Beato und Klug, 2000).

Die Wirkung von Ostrogenen wird auf molekularer Edeurch Bindung an spezifische
Rezeptoren, die Ostrogenrezeptoren und B (ERa und ERB) vermittelt. Die
Ostrogenrezeptoren (ER) gehoren der Superfamiti&toidrezeptoren an, wozu auch
die Rezeptoren fir Progesteron (PR), Androgene (ARlkokortikoide (GR) und
Mineralkortikoide (MR) zahlen. Diese Gruppe liganeibhangiger Transkriptions-
faktoren (Beatcet al., 1995) verbindet die Eigenschaft, die RegulatiorerVielzahl
von Genen zu regulieren, welche biologische Relevaspielsweise in Entwicklung,
Reproduktion und Homdoostase haben (Mangelsd@if, 1995).

Vor knapp 40 Jahren wurden erste Modelle flr diarégulation durch Steroidhormone
entwickelt, was zur Entdeckung des ER fuhrte (Twitl Gorski, 1966; Jense al.,
1968). Der erste Ostrogenrezeptor wurde 1986 kitboied spater als ERbezeichnet
(Greenet al., 1986; Greenest al.,, 1986). Erst 10 Jahre spater wurde ein zweiter
humaner ER, genannt BRbeschrieben (Mosselmaat al., 1996), der zwar schon
vorher entdeckt, aber zunadchst nur fir die Ratchréeben wurde (Kuipeet al.,
1996). Das Gen fur ER liegt auf Chromosom 6 und besteht wie die Gener all
Steroidrezeptoren aus 8 Exons (Grekeal., 1986). Das ER Protein setzt sich aus 595
Aminosauren zusammen, was einem Molekulargewiciit ga. 66 kDa enstpricht.
ERB ist auf Chromosom 14 lokalisiert und kodiert fin &30 Aminosauren grof3es
Protein mit ca. 60 kDa. ERund ERB haben mit den anderen Mitgliedern der Rezeptor-
Superfamilie eine gemeinsame Domanenstruktur (Eenias, 1988; Giguerrest al.,
1988; Tsaiet al., 1994; Mangelsdorét al., 1995; Katzenellenbogest al., 1996) (siehe

Abb. 1.1). Sie setzen sich aus drei unabhéngigen mberagierenden funktionellen
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Doméanen zusammen: der N-terminalen oder A/B-Domédee,DNA-bindenden oder
C-Doméane und der liganden-bindenden (LBD) oder B/Béméne. Die variable
Region D wird auch Scharnierregion (,hinge-regiag@nannt. Der ER enthalt die
beiden Aktivierungsfunktionen AF-1 und AF-2, dieedpositive Regulation der
Genexpression des ER vermitteln. Wahrend AF-1 afifeiNrinus in der A/B Doméane
lokalisiert ist, befindet sich AF-2 gemeinsam metr dligandenbindungsdomane (LBD)

in der C-terminalen E/F Domaéane.

DNA-Bindung (97%) Ligandenbindung
Transkriptionelle (55%) AgonistjAnta_lgonist
Aktivitat (17%) Hinge (30%) Unterscheidung
l l 17%)
185 ~ 251 355 549 " 395
ERa|  AIB clp | E | £
1 148 214 304 500 530
ERg AB |c| D E F
Transkriptionelle —
Aktivierung AFE1 AE"

Kernlokalisierung
Dimerisierung —
DNA-Bindung —

Co-Aktivator-Bindung — —

Co-Repressor-Bindung

Abb. 1.1: Domanenstruktur und -homologie der humaen Ostrogenrezeptoren ERt und ERB
(modifiziert nach Klinge, 2000)

Die Funktion von AF-1 wird durch Phosphorylierungeguliert und ist
hormonunabhangig wahrend AF-2 in der LBD hormorw.digandenabhéangig ist. Die
beiden Aktivierungsfunktionen wirken synergistisolbwohl auch von Genpromotoren
berichtet wurde, die von AF-1 und AF-2 unabh&ngitiveert werden, was
weitestgehend vom jeweiligen Promotor und Zelltypbkéngig ist (Torat al., 1989;
Gronemeyer, 1991; Metzget al., 1995; Mclnerneyet al., 1996; Webbet al., 1998;
Osbornest al., 2001). Die Aktivitat der AF-1 des ERist wesentlich héher als die des
ERB, dessen AF-1 eher eine Repressordomane dar§telitl¢yet al., 1999;Hall et al .,
1999). ERx erhoht die Expression von Genen, die durch AFd AR-2 transaktiviert

werden viel starker als BR wahrend die Genregulation durch AF-2 Aktivitatnvo
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beiden ERs gleich stark beeinflusst wird (Cowdewl., 1999). Die DNA-bindende C-
Doméane von ER und ERB ist zu 97% homolog, die LBD zu 55%; die anderen
Doménen sind nicht konserviert (Mosselnaral., 1996). Die Bindungsaffinitat von
ERa und ERB zu Ostradiol ist dhnlich (Kuipeat al., 1997). Hingegen unterscheidet
sich die Expression der ERs in verschiedenen Geawgde ER scheint ein wichtiger
Ostrogenrezeptor beispielsweise in Knochengewebaydigvaskulargewebe, im
Zentralnervensystem, Urogentialgewebe und Immuezetu sein, wahrend er haufig
mit ERa koexprimiert wird (Byerst al., 1997; Kuiperet al., 1996; Mosselmast al.,
1996; Cousest al., 1997; Gustafsson, 2000). In diesem Fall sindjeich oft auf
unterschiedliche Zelltypen verteilt. In Ovarien BR3 neunmal hoher exprimiert als
ERa (Sar und Welsch, 1999). ERst vor allem in der Brust, im Uterus und in der
Leber der dominante Rezeptor, was durch untersiathedPhanotypen in ER und
ERB-knock-out Mausen sichtbar wurde (Coweteal., 1997; 1999; 2000). Sowohl fur
ERa als auch ER wurden zahlreiche Varianten beschrieben (Sluys95; Enmarlet
al., 1997; Hopp und Fuqua., 1998; Murphgt al., 1998; Mitter et al., 2005), die

hdchstwahrscheinlich einen Einfluss auf die Pathege von z.B. Brusttumoren haben.

Der klassische Weg der Gentransaktivierung durchroQenrezeptoren ist die
Stimulation der Transkription von Genen, die EREthalten. Diese DNA-Abschnitte
bestehen aus der 15bp groBen palindromischen Kemse&equenz 5'-
AGGTCANNNnTGACCT-3'. Die Bindung an diese Elementarch das uber

Ostradiolbindung aktivierte ER-Dimer wird von eingroRen Anzahl von Proteinen
beeinflusst, die als Co-Aktivatoren bezeichnet wardCo-Aktivatoren werden definiert
als Proteine, die direkt mit dem Steroidrezeptoteragieren und dadurch die
Transkription verstarken (Horwitet al., 1996; Webb et al., 1998; Edwards, 2000).

Diese konnen unterschiedlich wirken und somit di@nskription unterschiedlich
beeinflussen: sie kdonnen 1. den Transaktivierungghex in die Transkriptions-

maschinerie integrieren und spezifisch die Tramg@kting durch den Rezeptor
verstarken, 2. zusatzliche Transkriptionsfaktorem die basale Transkriptions-
maschinerie integrieren, und 3. oftmals durch @wegrierte Histonacetyl-Transferase-
Aktivitat, die Bindung an Histone modifizieren umlie Transaktivierung verbessern.
Als wichtigste Vertreter zu nennen sind die Mitdke der pl60-Familie SRC-1
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(=NCoAl) (Halachmi et al., 1994; Onate et al., 1995), TIF2 (franscription
intermediary factor 1; SRC-2; GRIP1; NCoA2) (Voeget al., 1996;Honget al., 1996)
und AIB1 (=amplified in breast cancer 1; SRC-3; p-CIP; RAC3; TRAM1; ACTR;
NCo0A3) (Anzicket al., 1997; Cheret al., 1997; Liet al., 1997; Takeshiteet al., 1997,
Torchiaet al., 1997). Des Weiteren die 300 kDa grof3en Co-Akbiret p300 und CBP
(CREB-binding protein), die nicht spezifisch fure&iidrezeptoren sind, sondern auch
mit anderen Faktoren wie z.B. p53 interagieren (@d Roeder, 1997; Gai al., 1997),
bzw. die Signale verschiedener Signaltransduktieggwintegrieren. In Karzinomen
und Karzinomzelllinien zeigen vieler dieser Co-Aktioren auffallige
Expressionsmuster, wie z.B. AIB1 im MammakarzinohmZick et al., 1997). Neben
Koaktivatoren existieren auRerdem Co-RepressorenNGoR und SMRT, die einen
negativen Einfluss auf die Transkription des Ziakyéhaben (Horleiret al., 1995;
Horwitz et al., 1996; Kurokawaet al., 1995;Hall und McDonnell, 2005). Neben EREs
werden noch weitere DNA-Elemente durch den ER regulDazu gehoéren das AP-1
Element, das durch die Interaktion des ER mit Aatton Protein 1 (AP1) reguliert
wird, sowie alternative responsive Elemente wie BfiRd das SP1-Element (Vanacker
et al., 1999; Savilleet al., 2000). Eine ligandenunabhangige Transaktiviedeg)ER ist
daruber hinaus auch durch andere Einflisse wiéntkeaktion mit Wachstumsfaktoren
oder einem erhohten cAMP-Level (Aroniegal., 1993; Ignar-Trowbridget al., 1993)
sowie der direkten Phosphorylierung durch die MARase (Katoet al., 1995)

maglich.

1.2 Antidstrogene und Hormontherapien

Die ersten Erkenntnisse, dass Ostrogen einen stafkefluss auf das Wachstum
metastasierender Mammakarzinome ausibt, wurdendé&mrde des 19. Jahrhunderts
gesammelt. Der britische Chirurg Sir George Beat&omnte zeigen, dass die
Entfernung der Ovarien (Ovarektomie) bei pramenspkn Frauen zu einer
Regression von fortgeschrittenen Mammakarzinomdmefii kann (Beatson, 1896).
Wenige Jahre spater zeigte eine weitere Studie €umaorregression in 30% aller
Patientinnen mit Mammakarzinom nach Ovarektomiey(Bd 900). Als chirurgische

Therapien kamen in der Mitte des 20. Jahrhundégt®\drenal- und Hypophysektomie
hinzu (Huggins und Dao, 1953; Luft und Olivecrob853).
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Ein Grof3teil der Mammakarzinome ist dstrogen-ablgingeshalb Antiéstrogene wie
z.B. Tamoxifen eine grof3e klinische Relevanz in tenten drei Jahrzehnten erlangt
haben. Sie wirken vor allem als kompetitive Inobin der Ostrogenbindung an den
Rezeptor und haben sich zu den am weitesten vetaeiendokrinen Wirkstoffen zur

Behandlung ER-positiver Mammakarzinome entwickelt.

Antiostrogene wurde Mitte der 50er Jahre zunaclssFaertilitatswirkstoffe entwickelt.
Die ersten beschriebenen Antiéstrogene waren daht nsteroidalen Substanzen
Ethamoxytriphetol (MER-25) (Lerner und Thompson58Pund Clomiphen (MRL41).
Die Fahigkeit dieser Substanzen, Wirkungen in Bnektspatientinnen zu entfalten,
wurde schnell offenbar (Kistner und Smith, 196@dgch wiesen sie eine hohe
Toxizitat beim Einsatz am Menschen auf (Herlestal., 1964). Clomiphene ist
gegenuber MER-25 das potentere Antidstrogen, zeaigée in vitro stérkere dstrogene
Wirkungen (Holtkamp et al., 1960) und wirkte auf manche Patientinnen
ovulationsauslésend (Greenbldttal., 1961; Huppert, 1979). Clomiphen ist heutzutage
ein etabliertes Medikament in der Behandlung vorfrliintbarkeit. Antiéstrogene sind
sehr wirksam in der adjuvanten, metastasierendenchemopraventiven Behandlung
und induzieren einen signifikanten Anstieg der @dsiderlebensrate bei
Brustkrebspatientinnen (EBCTC-Group, 1992; 1998)faAg der 70er Jahre wurde die
erste Studie in Brustkrebspatientinnen mit dem nea@atiostrogenen Wirkstoff
Tamoxifen (ICI 46,474; TAM) veroffentlicht (Cole at., 1971).

1.2.1 Selektive Ostrogen-Rezeptor Modulatoren (SERMs)

Antiostrogene zeigen in ihrer physiologischen Wirguhaufig eine ausgepragte
Gewebespezifitat. Solche Antidstrogene, die eingepespezifische Wirkung zeigen,
haben daher die Bezeichnungl&tive Etrogen Rceptor Mdulators (SERMS)
bekommen. Die bekanntesten SERMs werden im Folgevalgestellt (Abb. 1.2).

Tamoxifen (TAM) gehdort zur Gruppe der Triphenylddnge und ist die Hauptstitze der
Hormontherapie als das am haufigsten eingesetzti®sirogen in der Behandlung von
frihen und fortgeschrittenen Mammakarzinomen (EB&3rGup, 1998; Gradishar,
2004). Neben antiostrogenen Effekten Ubt es tes@v@iuch agonistische Effekte aus
(Harper et al., 1967), wahrscheinlich deshalb, da es wie Ostrogewohl die

Ostrogenrezeptor-Dimerisierung als auch die Bindides) ER-Homodimers an ein ERE
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erlaubt. Tamoxifen aktiviert im Gegensatz zu Ostroglen ER nicht vollstandig. Die
AF-2 Aktivierungsfunktion kann nach Tamoxifenbindunicht mehr phosphoryliert
werden und bleibt inaktiv, wahrend die AF-1 Doméaddiv bleibt und nach Co-
Aktivator-Bindung eine reduzierte Transkription begl. In diesem Fall spricht man
von einem partiellen Agonismus. Verglichen mit eizgtotoxischen Chemotherapie
sind Antidstrogene gut vertraglich und mit nur gger Toxizitat verbunden (Love,
1989). Tamoxifen senkt LDL-Cholesterin ohne HDL-@sberin zu steigern (Bagdade
et al.,, 1990) und reduziert letale Koronarinfarkte (Kawdin et al., 1997). Eine
erhebliche Nebenwirkung, die mit den 6strogenerelEéin von Tamoxifen assoziiert
ist, ist ein erhdhtes Risiko fur die Induktion esnEndometriumkarzinoms (EBCTC-
Group, 1996; Barakat, 1996; 1998). Weitere hauligbenwirkungen sind ein erhdhtes
Risiko fir Thrombose sowie Hitzewallungen, vasometihe Symptome,
gastrointestinale Stérungen, Scheidenentziindungérbepressionen (Robinsehal.,
1996; Dayet al., 1999). In Bezug auf Knochen (Steigerung der Keodichte) (Love
et al., 1992; Marttuneret al., 1998) und Lipide behélt TAM jedoch einige deriwesn
Nebenwirkungen bei (Catherino und Jordan, 1993).

Mit dem Ziel potentielle Nebenwirkungen von Tamexif zu reduzieren, die
antiostrogenen Effekte jedoch beizubehalten, wundeitere Antidstrogene mit einer
leicht veranderten Struktur entwickelt (Ubersidehg Abb. 1.2):

Toremifen (Farestonh Chloro-tamoxifen) ist ein mit Tamoxifen verwarsite
Triphenylethylen-Antiéstrogen (Haret al., 1993; Potteret al., 1994; Hayeset al.,

1995) mit einer ahnlichen Bindungsaffinitat zum HE&llio et al., 1986). Es kann wie
Tamoxifen Apoptose in humanen Mammakarzinomzedihniinduzieren. Beim
Mammakarzinom wurden ahnliche Ansprechraten undeNebbkungen beschrieben,

so dass sich gegentber Tamoxifen keine wesentli¢bewrile ergaben.

Droloxifen (3-Hydroxy-tamoxifen) hat mit Tamoxifeverglichen eine 10fach héhere
Bindungsaffinitit zum ER wund eine kirzere Halbwasils Der Einsatz in
Tierexperimenten zeigte am Uterus niedrigere Ostmagonistische und hohere
dstrogenantagonistische Wirkungen (Hasmehml., 1994). Ein mdgliche Rolle fur
Droloxifen wurde in Phase-I- und -1I-Studien in Aicht gestellt (Rauschning al.,
1994).
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Ostrogen Reines Antidstrogen
Ostradiol (E,) ICI 182,780 (Fulvestrant)
OH OH
o HO (CH,),SO(CH,),CF,CF,
SERMs (Selective E_strogen R_eceptor M_odulators)
Tamoxifen Droloxifen Toremifen Raloxifen (Evista)

Abb. 1.2: Strukturformeln von Ostrogen im Vergleich mit dem wichtigsten reinen Antiéstrogen
und SERMs

Raloxifen (Keoxifen, LY 156,758, EVISTA Wirkstoff Raloxifen-Hydrochlorid) ist
ein nichtsteroidales Benzothiophen. Es hat abhéwgig Gewebe entweder volle oder
partielle antiéstrogene Wirkung. Raloxifen wurde den USA und in Europa zur
Pravention und darauf folgend auch zur Behandlwmpostmenopausaler Osteoporose
zugelassen (MORE-Studie) (Ettinggtral., 1999). Es konnte sichergestellt werden, dass
es nicht gleichzeitig das Risiko fur ein Endometriuund Mammakarzinom steigert
(Cummingset al., 1999; Cauleyet al., 2001). In einer Studie mit postmenopausalen
Patientinnen konnte zuvor gezeigt werden, dass Tdierapie mit Raloxifen die
Knochendichte im Gesamtskelett steigerte sowieSagieimkonzentration von Gesamt-
und Low-Density-Lipoprotein-(LDL)-Cholesterin senkind das Endometrium nicht
stimuliert. Es wirkt auf Knochen und den Serum-tlipletabolismus als
Ostrogenagonist und auf Brust und Uterus als Ostragtagonist (Drapett al., 1996;
Delmaset al., 1997).

Aktuell werden Studien zur Evaluierung der Chemoendion des Mammakarzinoms

durchgefuhrt, die auf eine Reduktion der Inzidemzdéuten (Bentrem und Jordan,
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1999; Martinoet al., 2004). Eine Tamoxifen-Raloxifen vergleichendedstuvird ihren
Bericht Ende 2006 vorlegen, wovon erwartet wirds d@aloxifen so effektiv wie

Tamoxifen aber mit geringeren Nebenwirkungen absiclet (Houssanst al., 2006).

1.2.2 Reine Antiostrogene

Reine oder pure Antiostrogene unterscheiden sich Gegensatz zu partiellen
Antiostrogenen wie Tamoxifen oder Raloxifen voeallin 3 Eigenschaften. Sie fihren
zu einer vollstandigen Inaktivierung des ER, sig@breren die ER-Dimerisierung und
beschleunigen zudem die Degradation des ER (Favell., 1990; Wijayaratne und

McDonnell, 2001; Morris und Wakeling, 2002). Aufgdi dieser Eigenschaften
erhielten sie den Beinamerel8ctive EStrogen_Rceptor_@wn-Regulators (SERDS).

Der wesentliche Vorteil gegeniuber partiellen Artiogenen ist, dass reine

Antiéstrogene keine dstrogenen Effekte ausiben.

ICI 182,780 (Fulvestrant, Faslod®xst das bekannteste reine Antidstrogen (siehe Abb
1.2). Es wurde bereits 2002 von der FDA (US Foaod Brug Administration) in den
USA und 2004 von der EMEA (European Agency for Ewaluation of Medicinal
Products) in Europa fur die Behandlung metastasikne Hormonrezeptor-positiver
Mammakarzinome in postmenopausalen Frauen zugelatse denen trotz einer
friheren Antiéstrogenbehandlung mit Tamoxifen dieumbrbildung weiter
voranschreitet (Robertsoet al., 2003; 2005). Bereits in friheren klinischen Sendi
konnte gezeigt werden, dass Faslodex bei Patietinmt primarem Mammakarzinom
keine unerwarteten Nebenwirkungen zeigte (DeFretrad., 1994) und bei Tamoxifen-
resistenten Frauen mit fortgeschrittenem Mammakaraieine Tumorregression erzielt
werden konnte (Howedt al., 1996).

1.2.3 Aromataseinhibitoren

Das Antiostrogen Tamoxifen war lange Zeit der Gialddard in der Behandlung von
Hormonrezeptor-positivem Brustkrebs sowohl in djuzanten Therapie als auch der
Behandlung von Metastasen (Osborne, 1998). Die IiEkiimg von
Aromataseinhibitoren (Al) hat jedoch Tamoxifen @e¥%ormachtstellung strittig
gemacht. Seit vielen Jahren werden Al nach Versagerer antihormonellen
Behandlung mit Tamoxifen eingesetzt. Mehr und meheigen aktuelle
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Studienergebnisse jedoch, dass Al, sich zu eineand&td in der postmenopausalen
Behandlung von Hormonrezeptor-positivem Brustkretsswohl in adjuvanten als auch
metastasenbildenden Anséatzen entwickeln (GouldGendia, 2006). Der Grund fur die
Verwendung von Al in postmenopausalen Frauen lilegin, dass Ostrogen in diesen
Patientinnen von der Aromatase in peripheren Gewelnel im Tumor gebildet wird
(Johnston und Dowsett, 2003; Lonning, 2004)

Al blockieren effektiv die Ostrogenwirkung. Die Anatase ist ein Cytochrom-P450-
Hamoprotein, das Uber drei Hydroxylierungsschrate Katalysator fungierend die
Androgene Androstendion und Testosteron zu Ostnoh@stradiol umwandelt und der
geschwindigkeitsbestimmende Faktor in der Biosysgheon Ostrogenen ist (Brodie
al., 2000). Hauptbildungsorte sind bei Mannern Leydallen sowie Muskel- und
Fettgewebe und bei pramenopausalen Frauen die énv@lcNatty et al., 1979).
Postmenopausal werden Ostrogene vor allem extrdgbimaMuskel- und Fettgewebe
durch Umwandlung von adrenalen Androgenen produfiesngcope, 1987). Die
Inhibition der Aromatase ist pharmakologisch sidhwta sie nur den letzten Schritt der
Ostrogensynthese katalysiert und somit keine Auswig auf die Synthese anderer
Steroide hat. Die Blockade der Ostrogenwirkung iist Mammakarzinomen von
besonderer Bedeutung, da dort die Ostrogenkonziemtrgegeniiber Brustfettgewebe
erhoht ist und diese die Proliferation eines Tunfordert.

Nach lhrer chemischen Herkunft lassen sich Al emzivei Gruppen der steroidalen und
nichtsteroidalen Inhibitoren einteilen (siehe Alb3). 4-Hydroxyandrostendion (4-
OHA) war der erste klinisch angewendete steroidaleibitor (auch Formestan
[Lentaror’]). Weitere steroidale Inhibitoren sind ExemestAno(nasir’), Atamestan
und 10-Propagylandrostendion. Nichtsteroidale Iibbibn sind Aminogluthethimid
(OrimeterY) und die Gruppe der Triazolsubstanzen Anastro&dh{idex”), Letrozol

(Femard), Fadrozol und Vorozol.

In grof3 angelegten klinischen Studien konnten daehdlverbesserte Bilanzen fur die
Behandlung von Brustkrebs in frihem und fortgesthrem Stadium mit Al ermittelt
werden, was die Tolerierbarkeit und Wirksamkeit eggtber Tamoxifen betrifft. Die
Wirkung von Anastrozol (ArimideX) wurde in der ATAC-Studie (ATAC, Arimidex,
Tamoxifen, Alone or in Combination (Uber 5 Jahreeri9000 Patienten); Baueh al.,
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2002; Howell et al. 2005) untersucht, welche die erste Kklinische $tudur
Untersuchung eines Al in einem adjuvanten Ansatz. Ww&leitere Studien mit
Anastrozol sind ITA (Boccardet al., 2005), und ABCSG-8/ARNO-95 (Jakesaizal.,
2005). Die erste grof3e Al Studie mit Letrozol wdGBFEMTA (Breast International
Group/Femara-Tamoxifen, (5 Jahre, tber 8000 PatgnfThurlimannet al., 2005)
gefolgt von MA-17 (Gosst al., 2003, 2005). Die Wirkung von Exemestan wurdean d
IES-Studie untersucht (Intergroup Exemestane St@hgmbeset al., 2004). Diese
Studien unterscheiden sich im Timing der Al-Gabé& geigen aber alle eine
signifikante Reduktion der Rezidivrate von Brusbgevahrend eine Verbesserung der
Uberlebensrate nicht festgestellt werden konntes Bauptproblem scheint jedoch das
Auftreten von Osteoporose und Knochenbriichen zu €8nhe optimale Therapie fur
postmenopausale Frauen sollte die Behandlung dhdsinhalten. Wie jedoch die
optimale Abfolge von Al und Tamoxifen fur eine adgmte Therapie aussieht, ist
Bestandteil aktueller Forschungsarbeiten.

Steroidale Aromataseinhibitoren

Formestan Exemestan

Nicht-steroidale Aromataseinhibitoren

Anastrozol Letrozol

=

A 2N

Abb. 1.3: Strukturformeln steroidaler und nicht-steroidaler Aromataseinhibitoren
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1.3 Nichtgenomische Effekte

Die Wirkung von Steroidhormonen und SERMs entfaftieh nach der klassischen
Vorstellung durch Interaktion mit den entsprechendéormonrezeptoren und die
anschlieBende Modifikation der Transkription spseztier Gene im Zellkern. Das
jeweilige aus neusynthetisierter mRNA hergestefitetein bewirkt die genomische
Antwort. Der Zeitrahmen zur Neusynthese einer m@aien Proteinmenge liegt im
Bereich mehrerer Stunden.

Hans Selye fand bereits 1942 in einer Studie UberoBlhormone Hinweise auf eine
Wirkung, die schon wenige Minuten nach der Appiiat einsetzte und zeitlich
deutlich von der sonst nach Stunden oder Tagertbsichwerdenden Wirkung zu
unterscheiden war (Selye, 1942). Zwei Jahrzehn@&espwurde von auffalligen
kardiovaskularen Effekten von Aldosteron bereifgliuten nach Verabreichung beim
Menschen berichtet (Klein und Henk, 1963). Bessdfenweise auf eine
nichtgenomische Wirkungsweise von Steroidhormor@mte einan vitro Studie tber
die Veranderung des Natriumionenaustauschs durgbsédron in Hunde-Erythrozyten
erbringen, da Erythrozyten keinen Zellkern bzw. DBiAthalten, was eine genomische

Wirkungsweise von vornherein ausschloss (SpachStrestten, 1964).

Es gibt mehrere Kriterien, die auf nichtgenomisdiiéekte hinweisen und diese
charakterisieren. Zum einen ist dies die Beobaghtler Wirkung in einem Zeitrahmen
von Sekunden bis Minuten. Des Weiteren sollten edidsfekte nicht durch
Transkriptionsinhibitoren wie Actinomycin D gehemmverden kdnnen, da dies die
Genexpression ausschliet. Ebenso spricht die disat@it auf den
Proteinsyntheseinhibitor Cycloheximid fur einenhtgenomischen Mechanismus. Das
Nichtvorhandensein eines ,normalen, funktionierend&ellkerns schliel3t eine
genomische Wirkungsweise aus. Dies ist beispiessvaler Fall in Erythrozyten,
Thrombozyten und Spermatozoen. Ein bekanntes Beipi eine nichtgenomische
Wirkung ist die Akrosomen-Reaktion von Spermiere durch Progesteron ausgelost
wird. Nur wenige Sekunden nach Kontakt des Spermimit dem Steroid zerreil3t die
Akrosomen-Membran am Kopf des Spermiums und giignitinhalt (vor allem Enzyme
und Aktin) frei. Bereits in einem frihen Stadiuneskr Reaktion kommt es zu einem
schnellen Anstieg der intrazellularen Calcium-Kantzation.
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Beinahe alle Mitglieder der Steroidhormon-Familieonv Kortikosteroiden
(Glukokortikoide, Mineralkortikoide) bis zu Geschlgshormonen (Ostrogene,
Progestine, Androgene) sind imstande schnelle tfekiszulésen (Falkenstein und
Wehling, 2000; Loésel und Wehling 2003). Schon fni#larden zahlreiche solcher
Effekte beobachtet. Vitamin D aktiviert schnell dighospholipase C intakter
Enterozyten (Lieberheret al., 1989) und stimuliert die MAP-Kinase Aktivitat in
hepatischen Ito-Zellen (Bera al., 1995). Progesteron steigert die Oxytocin-Rezeptor
Bindung im posterioren, ventromedialen Hypothalaif@shumacheet al., 1990), fuhrt
zu einem schnellen Calcium-Influx (Blackmaateal., 1990) und induziert die Tyrosin-
Phosphorylierung eines Proteins in Spermien (Meadbal., 1995). Testosteron fuhrt
zu einem schnellen Antieg der intrazellularen fiei€alcium-Konzentration in
Makrophagen (Guet al., 2002). Die untersuchten schnellen Effekte vorrdgsn sind
in 1.3.1 beschrieben.

Cj\/[’P Steroid

®

Protein synthesis

N

Genomische Wirkungen Nichtgenomische (Second Nichtgenomische
klassischer Rezeptoren Messenger-vermittelte) Wirkungen nicht-
Wirkungen klassischer Rezeptoren klassischer Rezeptoren
Nicht-klassischer Klassischer D Co-Aktivator O Polymerase
Steroidrezeptor Steroidrezeptor

Abb. 1.4: Schema genomischer und nichtgenomischeBteroidwirkungen Uber verschiedene
Signalwege (modifiziert nach Losel und Wehling, Natre Reviews Molecular Cell
Biology, 2003). CREB, cAMP response element bindingrotein; DAG, Diacylglycerin;
InsP;, Inositoltriphosphat; pCREB, phosphoryliertes CREB;, PI3K, Phosphatidyl-
inositol-3-kinase; PKA, Proteinkinase A; PKC, Protenkinase C; PLC, Phospholipase C
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Wahrend einige dieser Effekte von klassischen &texpeptoren vermittelt werden,
scheinen andere von anders gearteten Rezeptoramttedir zu werden. Obwohl die
zellulare Antwort schneller Effekte auch Einflusaif adie Genexpression hat,
kennzeichnen nichtgenomische Effekte vor allem Wigkungen auf die Komponenten
der Signaltransduktionswege. Diese Effekte fuhrén zar Bildung intrazellularer
Second messenger und zu einer Veranderung der itdktivon Mitogen-Activated
Protein Kinasen (MAPKSs), Phosphatidylinositol 3-Ksen (PI3K) und dem Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration. Aufgrund ebr Wirkmechanismus kann man
nichtgenomische Effekte einteilen in (1) Effektés dn der Plasmamembran auftreten,
aber nicht rezeptorvermittelt sind, (2) Effektee diber einen membrangebundenen
Rezeptor vermittelt werden, der aber nicht demdidatien Steroidrezeptor entspricht
und (3) Effekte, die Uber einen an der Membran llsicaten klassischen
Steroidrezeptor vermittelt werden (Ca&tal., 2002) (siehe Abb. 1.4).

1.3.1 Nichtgenomische Effekte von Ostrogenen

Obwohl bereits vor knapp 30 Jahren an der Plasmams@am generierte
Ostrogenwirkungen festgestellt wurden (Pietras @zego, 1977), ist die intensive
Erforschung dieser Vorgange erst sehr viel spatesingetrieben worden. Mittlerweile
ist die Existenz eines an der Plasmamembran lodibs ER und die Bedeutung von
zytoplasmatischen ER-Effekten weitgehend anerkammd wird durch zahlreiche
Uberzeugende experimentelle Hinweise untermauatlykind Levin, 2001; Song und
Santen, 2006). Die schnell einsetzten Wirkungen ¥strogen konnen in zwei
Hauptkategorien eingeteilt werden: (I) die durchn ddassischen Rezeptor (ER)
ausgelosten Antworten und (Il) die durch anderadite wie z.B. GPR30 (G-Protein
gekoppelter Rezeptor) vermittelten Antworten. Esirke gezeigt werden, dassft7
Ostradiol, sehr schnell die Konzentration intradéller ,Second Messenger® wie
Calcium (Morleyet al., 1992; Improta-Brearst al., 1999) und cAMP (Aronicat al.,
1994; Gu und Moss, 1996) erhéhen kann. AufRerdenm lean zur Aktivierung der
Mitogen-Activated Proteinkinase (MAPK) (Migliacce al., 1996), der Phospholipase
C (Le Mellayet al., 1997) (Ho und Liao, 2002) sowie der endothelid&d Synthase
(eNOS) (Goetz et. al, 1999; Simoncatial., 2002b) kommen. Die Weiterleitung von

Ostrogensignalen von der Plasmamembran in die Aetledie Rekrutierung klassischer
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und nichtklassischer Rezeptoren zur Membran im Madbmit zahlreichen anderen
Proteinen ist Bestandteil aktueller Forschung (Matta und Kumar, 2006). Die neuen
Erkenntnisse und zunehmende Komplexitat der Ostwigkung legen nahe, dass die
losgeloste Betrachtung genomischer oder nichtgeswrar Wirkungen nicht mehr
zeitgemal ist, da diese untrennbar miteinanderuneldn sind und sich gegenseitig

beeinflussen.

1.4 Der MAPK-Signalweg und seine Bedeutung im
Mammakarzinom

Die tumorassoziierte Aktivierung von Onkogenen swiSuppression von
Tumorsuppressorgenen tragen zur malignen Entkogplder Zelle bei. Diese
Entwicklung zu einer tbermaRig proliferierendenl&elird tber wenige entscheidende
Signalwege und Prozesse vermittelt. Dazu gehorerzZdilzyklus-Regulation, die pro-
und anti-apoptotischen Signalwege sowie die Phdgpbsin-Kinase-Signalwege
(PI3K, MAPK), die in einem engen Cross-Talk zueth@nstehen. Mitogen-Activated
Proteinkinase- (MAPK-) Kaskaden vermitteln und t&nsen Signale, die an der
Zellproliferation, -differenzierung und dem Zelltddpoptose) beteiligt sind (siehe
Abb. 1.5).

Wachstumsfaktoren Stress und
Ausloser (z.B. EGF, IGF) inflammatorische Zytokine
x Ras Rac
=
-
. l l
L]
MAPKKK # Raf MEKK ASK
L]
L]
MAPKK § MEK 1/2 MEKXK 4/7 MKK 3/6
MAPK E ERK1/2 (p42/p44) INK/SAPK P38 MAPK
l : l \ /
-
L]
-
Effekt . Wachstum / Apoptose /
Differenzierung Entziindung

Abb. 1.5: MAPK-Module und ihre Rolle in der Signalweiterleitung in Richtung Proliferation und
Apoptose (modifiziert nach Clarkeet al., 2001)
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Bisher wurden in Saugerzellen funf verschiedene MABRuppen charakterisiert: die
.extracellular regulated kinases” (Erk 1 und 2)Jut N-terminale Kinasen (JNK 1, 2
und 3), die p38 Isoformeru( B3, y, d), Erk 3/4 und Erk 5 (Davis, 2000; Chehal.,
2001; Chang und Karin, 2001; Roux und Blenis, 20Q#und Elion, 2005). Die am
besten studierten MAPK Module in Saugerzellen sihe Erk1/2, JNK und p38
Kinasen. Erkl1/2 werden vor allem als Antwort auf dhstumsfaktoren und
Phorbolester aktiviert, wahrend JNK und p38 Kinasenw allem responsiv auf
Stressfaktoren wie osmotischer Schock, Hitzeschackisierende Strahlung oder
Zytokin-Stimulation sind (Ubersicht in Pearseral., 2001).

‘f""-_-"“ Kinases

EGF e.g. Src, PAK

Rezeptor

Zellmembran

Substrate im Zytosol und
Zytoskelett

Zellkern

Substrate im
Zellkern SR s

. s A Gentranskription
MDA

Abb. 1.6: Ubersicht (iber die Organisation und Funkion des MAPK Erkl/2 Signalweges
(modifiziert nach Kolch et al., Expert Reviews in Molecular Medicine, 2002)

Der MAPK-Erk1/2-Signalweg ist die klassische MAPKxg¢kade und hat die gréR3te
Bedeutung im Brustkrebs. Im Rahmen dieser Arbeirdeuausschliel3lich dieser
Signalweg naher untersucht, weshalb MAPK und Erkii2 Folgenden synonym
benutzt werden. Jedem MAPK-Signalweg liegt eineiAétung Uber eine dreistufige
Kaskade aus drei hochkonservierten Kinasen zugrueider MAPK, einer MAPK-
Kinase (MAPKK) und einer MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKKDas Erk1l/2 Modul
besteht aus den MAPKKKs A-Raf, B-Raf und Raf-1, &APKKs MEK1 und MEK2
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und den MAPKs Erkl und Erk2. Der Aktivierung dies@&skade sind einige Schritte
vorgeschaltet: Typischerweise leiten Zelloberflagkeeptoren (z.B. Rezeptortyrosin-
kinasen=RTKs) und G-Protein-gekoppelte Rezeptof@RGRs) nach Bindung eines
Liganden (z.B. EGPEGFR) aktivierende Signale an die Raf/MEK/Erk Kalka
weiter. Dies geschieht Uber Isoformen des kleineRr@ein-bindenden Proteins Ras
(Campbellet al., 1998; Woodet al., 1992). Der durch Ligandenbindung autophos-
phoryliert vorliegende Transmembranrezeptor phogpieot das Adapterprotein Shc,
was zu weiteren Protein-Protein-Wechselwirkungersawen Shc, Grb2 und SOS (Son
of sevenless, Guanin Nukleotidaustausch Faktorjt.filBOS katalysiert nach dieser
Komplexbildung die Aktivierung des membranassoier Proteins Ras durch
Konvertierung von GDP-Ras zur GTP-Ras, was zur &eitung des Signals Uber
Phosphorylierung in die dreistufige Kaskade flulat, deren Ende Erk1l/2 stehen
(Schema siehe Abb. 1.6). Die beiden Isoformen Enkd Erk2 sind zu 85% homolog
und haben ein Molekulargewicht von 42 und 44 kDeleals p42/p44 bezeichnet). Die
Aktivierung erfolgt durch Phosphorylierung einesrdsin- und eines Threoninrestes
durch MEK. Wenn Erk1/2 aktiviert werden, kommt @setner schnellen Anhéufung im
Zellkern (Chenet al.,, 1992; Lenormand, 1995) und dort zur Interaktiont m
verschiedenen Faktoren, die kumulativ gesehen diprdliferation stimulieren. Dazu
gehdren wesentliche Transkriptionsfaktoren wie ARBRC-1, NFB, c-fos, c-jun und
c-myc, Elk-1, Ets sowie zahlreiche weitere Kinasefie z.B. RSK und der

Zelliberlebensregulator Bcl-2.

Die maligne Transformation einer gesunden Zelle Tumorzelle ist vor allem als
Resultat einer Entgleisung des Gleichgewichts voachstumsférdernden und
wachstumshemmenden Prozessen zu verstehen. Dashentie Ungleichgewicht in
Richtung wachstums- und teilungsférdernder ProzasseMammakarzinom kann
verschiedenste Grinde haben. Eine grof3e Rollet spadlei die Fehlregulation und
haufige Hochregulation des MAPK-Signalweges im Baebs (Santest al., 2002).

Haufig kommt es zur Uberexpression oder Kkonstiautiv Aktivierung von
Wachstumsfaktoren (EGF, IGF-1) und deren Rezept@iten2Neu, EGFR, IGFR) in
Mammakarzinomen (Morris, 2002; Gschwietl al., 2004). Die Uberexpression des
EGFR mit seinem prominentesten Vertreter erbB2 ZHNgu) geht mit einer
reduzierten Uberlebensrate und einer schlechter@gnBse einher, was die Gruppe der
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EGFR zu einem therapeutischen Ziel werden liel3. (B&2/Neu Blockade mit dem
monoklonalen Antikérper Trastuzumab, HerceptinEin weiterer auferst kritischer
Punkt ist die Regulation von Ras und Raf zur Adftethaltung der Zellproliferation.
H&ufig sind diese beiden Proteine von aktivierendertationen betroffen, die aufgrund
einer veranderten MAPK Aktivitat zur Onkogeneseréithkénnen (Downward, 2003;
Chonget al., 2003;Mercer und Pritchard, 2003). Dartber hinaus mebrgmHinweise,

dass auch Ostrogen (ber eine nichtgenomische Wjskugise Einfluss auf

proliferationsférdernde Signalwege wie der MAPK-Kage Einfluss nehmen kann.

1.5 Ziel der Arbeit

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dakss Wirkungsspektrum von
Ostrogenen weitaus komplexer ist als zunachst amgeen. Immer mehr Hinweise
deuten darauf hin, dass Ostrogene tiber den klassig0strogenrezeptor nicht nur die
klassische, genomische Wirkungsweise in Form emedulierten Genexpression
ausuben. Wesentlich schneller ablaufende, als gedlimisch oder nichtnuklear
bezeichnete Effekte, die ihren Ursprung an der ridmsembran haben und Uber
intrazellulare Signalkaskaden wirken, sind zunehinén den Blickpunkt aktueller
Forschung gertickt. Besonders gynakologischen Matiggm wie dem
Mammakarzinom kommt in diesem Zusammenhang einenblese Bedeutung zu, da
deren Proliferation haufig unter 6strogenem Eirglgteht. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte der Einfluss von Ostrogenen auf die nichtgeische Aktivierung des MAPK-
Signalweges in einem Brustkrebszellkulturmodelleuosiicht werden. Dieser Signalweg
fuhrt in Mammakarzinomen zu einer gesteigerten iferation. Von besonderem
Interesse war, neben Ostradiol, die Wirkung thartipeh relevanter Antidstrogene wie
ICI 182,780, Tamoxifen und Raloxifen auf den States MAPK-Aktivierung zu
charakterisieren. Die membranvermittelte, nichtgeische Hormonwirkung sollte mit
dem membranimpermeablen KonjugatBESA charakterisiert werden. Die Erhdhung
der Ostrogenrezeptormenge durch Transfektionserpete sollte Einsicht in die
Notwendigkeit des ER fir die Vermittlung nichtgenisamer Effekte erbringen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material und Geréate

2.1.1 Zelllinien und Kulturmedien

MCF-7 (ATCC HTB-22)

Die verwendete humane Brustkrebszelllinie MCF-7 deufreundlicherweise von Prof.
Dr. A. Migliaccio zur Verfigung gestellt. Es handsich um eine 6strogenrezeptor-
positive Zelllinie. Diese Zelllinie wurde durch djamerican Type Culture Collection®

(ATCC) folgendermal3en charakterisiert: Diese Zs#liwurde von H.D. Soule durch
Punktion nach einem Pleuraergul3 einer 69 Jahre &tau mit Mammakarzinom

isoliert (Souleet al., 1973).

Zur Kultivierung wurde DMEM Medium (Dulbecco’'s Mddiiertes Eagles Medium),
phenolrothaltig mit 1000 mg/l Glukose und 110 nig#triumpyruvat (Gibco BRL) mit
folgenden Zusatzen verwendet: 10% fotales KalbensdiFCS) (FCS Gold/Mycoplex,
PAA), Penicillin-Streptomycin-Glutamin-Lésung (100x (Gibco BRL), 0,1%
Gentamycin (10 mg/ml) (Gibco BRL), 188 ul Hydroeson (10 pg/ml), 30 ul Insulin
(1:100 Verdunnung).

MDA-MB-231 (ATCC HTB-26)

Diese Zelllinie wurde einer 51 Jahre alten, kaudcisn Frau mit Adenokarzinom aus

der Brust entnommen. Es handelt sich um eine Ostiregeptor-negative Zelllinie.

Es wurde zur Kultivierung DMEM Medium (Dulbecco's ddifiziertes Eagles
Medium), phenolrothaltig mit 2000 mg/l Glukose uhtd mg/l Natriumpyruvat (Gibco
BRL) mit folgenden Zusatzen verwendet: 10% fotakdlberserum (FCS) (FCS
Gold/Mycoplex, PAA), 1% L-Glutamin (100x) (Gibco BR 1% MEM Vitamin-

Lésung (100x) (Gibco BRL), 0,1% Gentamycin (10 miy/f&ibco BRL).
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2.1.2 Bakterienstamme

Zur Transformation und Amplifizierung von PlasmidNEB wurden folgende

kompetentdescherichia coli-Stamme mit dem genannten Genotyp verwendet:

DH5a: F ¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl hsdR1y, (r
m¢") phoA supE44. thi-1 gyrA96 relAl

SURE: eld— (McrA-)A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1 gyrA96
relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (KanvrC [F' proAB laciZAM15
Tn10 (Teb)]

2.1.3 Plasmide

Der retrovirale Expressionsvekt&11IN (5797 bp) wurde freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Prof. H. Hahnenberg (Klinik fiikKer-Onkologie, Hamatologie
und Immunologie der Heinrich-Heine-Universitat, Bélslorf) zur Verfligung gestellt
(Plasmidkarte siehe 8.3). Dieses Vektorsystem #iefiankierende retrovirale Long
Terminal Repeat (LTR)-Sequenzen, die die Integnatder innerhalb der LTR-
Sequenzen liegenden DNA in das humane Genom vemmier Vektor enthalt einen
Replikationsursprung (ori) fir die Replikation Excoli, sowie das fur di@§-Lactamase
kodierende  Ampicillinresistenzgen  (amp), welches s al prokaryontischer
Selektionsmarker dient. Zusatzlich befindet siaeeviultiple Cloning Site (MCS) vor
der Internal Ribosomal Entry Site (IRES) mit eineReihe singularer
Restriktionsschnittstellen, in die die vollstandigedierende Sequenz des &&ens
inseriert wurde. Als viraler Promotor dient bei sBen Konstrukt der CMV
(Zytomegalie-Virus)-Promotor, da er eine hohe Egpi@n in Saugertierzellen erlaubt.
Der Vektor S11IN enthalt das NeomycinresistenzgeieoR) als eukaryontischen

Selektionsmarker hinter der IRES.

Fur die Klonierung des ExpressionsvektorsoERL1IN wurde der retrovirale Vektor
S11IN als Riuckgrat verwendet und die codierenda-SERquenz von 1788 bp mit Hilfe
der Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI vor die IRE®)eflgt (siehe 3.8.1)
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2.1.4 Antikorper

Tab. 2.1:

Auflistung der verwendeten Primar- und &kundar-Antikorper

Primarantikdrper Hersteller Verdinnung
FThhor;%g(/)T?/f;(/)g (I\é/;g) Fl\l/lnaausse, monoklonal) Cell Signaling Tech. 1:2000 (WB)
p44/42 MAP Kinase(Kaninchen, polyklonal) Cell Signaling Tech. 1:1000 (WB)
ERa (MC-20) (Kaninchen, polyklonal) Santa Cruz Biotechnology  1:50 (CLSM)
ERa (H-184) (Kaninchen, polyklonal) Santa Cruz Biotechnology  1:50 (CLSM)
Sekundarantikorper

goat anti-mouse IgG(HRP-gekoppelt) Santa Cruz Biotechnology  1:5000 (WB)
goat anti-rabbit IgG (HRP-gekoppelt) Santa Cruz Biotechnology  1:2500 (WB)

Peroxidase AffiniPure Goat anti-Mouse IgG

(H+L) (HRP-gekoppelt)

Dianova,

Jackson Immunoresearch 1:35000 (WB)

Anti-Kaninchen IgG FITC-Konjugat

Dianova,

Jackson Immunoresearch 1320 (CLSM)

2.1.5 Verwendete Steroide, Steroidderivate und weitere hulantien

Tab. 2.2: Ubersicht aller eingesetzten Steroidend sonstigen Stimulantien
Substanzname Substanztyp / Funktion Hersteller
17B-Ostradiol (Ey) Steroid Sigma
E,-BSA (B-Estradiol 6-(O-carboxy- 1 Kan :
methyljoxime:BSA)(EBSA=35:1)  Sreroid-Konjugat Sigma
E,-BSA-FITC (B-Estradiol 6-(O- 1 Kan
carboxymethyl)oxime:BSA-quorescein-SterOId Konjugat, Sigma

isothiocyanate conjugate)

fluoreszenzmarkiert

ICI 182,780(Fulvestrant)

Reines Antidstrogen Tocris Bioscience

Tamoxifen (TAM) Antiéstrogen, SERM Sigma
Raloxifen-Hydrochlorid (RLX-HCI) Antiostrogen, SERM Sigma
PD 98,059 MEK-Inhibitor Calbiochem
Formestan Aromatase-Inhibitor Sigma
Epidermal Growth Factor (EGF) Wachstumsfaktor Invitrogen

(Human recombinant)
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2.1.6 Oligonukleotide

Samtliche Primer und Oligonukleotide wurden von dérma Metabion GmbH
bezogen. Die Random-Primer fur die cDNA-Synthesamstten von Amersham
Biosciences. Alle verwendeten Primer sind in TaB. dargestellt. Primer sollten eine
Lange zwischen 15-25 bp aufweisen, einen GC-Gefatichen 40-60% besitzen und
weder komplementar untereinander noch zu sichtse#ns. Idealerweise sollten sie am
3’-Ende einen ,GC-Clamp*“ besitzen und maoglichstnkejRepeats* bzw. Purin- oder
Pyrimidin-Abschnitte aufweisen. Bei PCR-Produkteie flr die Analyse mit dem
A.L.F.-Sequencer bestimmt waren, enthielt der eetdende 5-Primer eine Cy5-

Markierung (in Tab. 2.3 mit einem * gekennzeichnet)

Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Produktgro3e

CathepsinD-Fwd*  5-CAA CAG CGA CAA GTC CAG C-3’

166 bp
CathepsinD-Rev 5-GAC CTG CCT CTC CAC TTT GA-3’
5-AGG GGC GAA TTC ATG ACC ATG
ERa-EcoRI-Fwd — Acc cTc cac AC-3
1788 bp

5’-AGG GGC GGA TCC TCA GAC CGT

ERa-BamHI-Rev GGC AGG-3’

Mit ERa-EcoRI-Fwd
ERa-1288-Rev 5-CCA GCAGCATGT CGAAGATC-3

1288 bp
GAPDH-CG-Fwd* 5-ATG CTG GCG CTG AGT ACG T-3’ 187 bp
GAPDH-CG-Rev  5-GAG GCA TTG CTG ATG ATC TTG A-3’
B-Actin-Fwd 5 -AGA GAT GGC CAC GGC TGC TT-3' 245 bp

B-Actin-Rev 5-ATT TGC GGT GGA CGA TGG AG-3
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2.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Agarose, Invitrogen

Albumin Fraktion V (BSA), Merck, Darmstadt
Ammoniumperosidisulfat, Sigma, St. Louis, USA
Bromphenolblau, Sigma, St. Louis, USA

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail, Rocheariheim
Coomassie R250, Sigma, St. Louis, USA

DMSO Sigma, St. Louis, USA

Dulbecco’s PBS mit Ca und Mg, PAA, Colbe

dNTP Roche, Mannheim

DTT (Dithiothreitol), Sigma, St. Louis, USA
Ethidiumbromid (500 pg/ml) Sigma, St. Louis, USA
Expand High Fidelity Taq Polymerase, Roche, Marmmhei
Fugené 6 Transfection Reagent, Roche, Mannheim
Gentamycin, Invitrogen, San Diego, USA

Geneticin (G 418), Roche, Mannheim

Isopropanol, Merck, Darmstadt

Mineral6l, Sigma, St. Louis, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS), Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd, extra pure, Merck, Darmstadt
SeeBIué Plus2 Pre-Stained Standard, Invitrogen, Karlsruhe
T4-Ligase und 10x Puffer, Promega, Mannheim
Trypan-Blau, Sigma, St. Louis, USA

Trypsin, ICN Biomedicals

Tween 20, Sigma, St. Louis, USA

Vectashield Mounting Medium, Serva, Heidelberg

Alle anderen verwendeten Chemikalien wurden von Biemen Merck (Darmstadt),
Riedel de Haen (Seelze), Gibco BRL (Eggestein) &gma (Minchen) in hdchstem

Reinheitsgraqpro analysis, p.A.) bezogen.
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2.1.8 Puffer und Lésungen

Tab. 2.4:

Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésngen

Bezeichnung

Zusammensetzung

A.L.F.-Auftragspuffer

100 ml Formamid, 5 g Amberlite, 600mg Dextran, 32
mM EDTA, pH 8,3

APS (10%)

10% Ammoniumperoxidisulfat in 49, aliquotiert, gelagert
bei -20 °C

Bindesilan

4 ml Ethanol abs., 15 pl Bindesilan, 1 ml 10% Essige

Bromphenolblau (BPB)

1 % Stammldsung, 0,1 g BPB ad 10 mLGH

Elektrophoresepuffer (1x)

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS

Elektrophoresepuffer (5x)

Stammldsung: 125 mM Tris, 960 mM Glycin

E,-BSA-FITC

1,5x10%M, 5mg B-BSA-FITC in 1,39 ml sterilem PBS

SDS-Probenpuffer (6x)
(Lammli)

2% SDS, 10% Glycerin, 5 @&Mercaptoethanol, 0,002%
Bromphenolblau, 62,5 mM Tris

LB-Medium

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, Aqua dagt1000
ml, pH 7,3. Fir die Herstellung von LB-Agar-Platten
wurden dem LB-Medium 2% Agar-Agar zugesetzt

NagVO,4 (Natriumorthovanadat) 200 mM-Stammldsung, Aliquots bei -20 °C

PFA-Lsg. (fir CLSM)

1% Paraformaldehyd in PBS

PBS' (fiir CLSM)

8g NaCl, 0,2g KCl, 1,15g NHPO,x2 H,0, 0,2g KBPO,,
0,1g MgCh x6 H20, 0,1g CaGk2 H,0 ad 11 dHO, pH 7,2

Poly-L-Lysin-Puffer

0,1 mg/ml Poly-L-Lysin in sterilisiertem 4@, aliquotiert
und gelagert bei -20°C

Ripa-Puffer

50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, ad
87,5 ml dH20; 8,75 ml-Aliquots lagern bei —20°C

Nach dem Auftauen: Zugabe von 0,75 ml NaF (200 mM,
Endkonz. 15 mM), 0,5 ml Glycerin, 100 ul N4, (200
mM, Endkonz. 1mM) und einer Protease-Inhibitorttble
Complete Mini (Roche) pro 10ml-Aligquot

Sammelgelpuffer (8x)

1 M Tris/HCI pH 6.8, 60,57g ad 500 ml ¢Bi

SB-Probenpuffer

7 M Harnstoff, 40% (v/v) Glycerin, 50 mmol/l EDTAD
mmol/l Tris, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, SDS 10%
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Bezeichnung

Zusammensetzung

SDS-Stammlésung

10 % Stammldsung: 10 g SDS ad 100 my@H

SOC-Medium

0,5% Hefeextrakt, 2% Trypton, 10mM NacCl, 2,5 mM KCL
10mM MgChbx6H,0, 10mM MgSQx7H,0, 20mM Glucose

Stripping-Puffer

100 mM Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris/ HEL p
6.8

TBS (10x)

80 g NaCl, 12,1 g Tris, pH 7,3, ad 11 fH

TBST (0,1%) (Waschpuffer)

5 ml 20% Tween20 ad 11 TBS (1x)

TBE (1X)

0,2 M Tris, 0,17 M Borséaure, 2 mM EDTA, pH 8,0

TBE (6X)

1,2 M Tris, 1,02 M Borsaure, 12 mM EDTA, pH 8,0

TE-Puffer (1x)

10 mM Tris, pH 8,0, 1ImM EDTA

Transferpuffer (1x)

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Methanol

Trenngelpuffer

1 M Tris/HCI pH 8,8, 60,57 g ad 500 ml ¢bi

Tween20-Stammlésung

20%-Stammlésung: 4 ml Tween 20 ad 20 my@H

2.1.9 Reagenzien-Kits

CellTiter 96" AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation AssByomega)
ECL"™ Western Blotting Detection Reagents (Amersham Gérses)
GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences)

QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

QIAfilter Plasmid Midi Kit (Qiagen)

OmniScript RT Kit (Qiagen)

Micro BCA™ Protein Assay Kit (Pierce)
Mycoplasma Plus™ PCR Primer Set (Stratagene)
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2.1.10Gerate

A.L.F.-Express DNA-Sequenzierautomat (Amersham mbhaia)
Begasungsbrutschrank BB-16 (Heraeus)
ELISA-Platten-Reader (Anthos HTII)

Gene Pulsét (BioRad, Minchen)

Heizblock, Test tube heater, SHT2D (Stuart Sciemtif

Lamda Bio UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer)
Magnetruhrer (lka Labortechnik)

Mikrowellengerat (Bosch)

Mikroskop (Zeiss)

Mini-Protean Il Cell System (Bio-Rad)

NanoDrog™ ND-1000 UV/Vis Spectrophotometer (NanoDrop Tecbg@s)
pH-Meter, Modell pH96-A (WTW)

PowerPac 300 Power Supply (Bio-Rad)

Schuttler Vortex Genie2 (Heidolph)

Sterilbank

Thermocycler Omnigene (Hybaid)

Tischzentrifuge (Eppendorf)

Trans-Blof SD Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Miinchen
UV-Tisch N90 MW 312nm (Faust)

Waage LG-10D (Sartorius)

Wasserbad B3 (Haake)

2.1.11Software und Datenbanken

Entrez (PubMed/Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih ftrez/index.html)
Fragment Manager 1.1 (Pharmacia)

Primer 3 (Whitehead Institute for Biomedical ResbarCambridge, Massachusetts,
USA, http://fokker.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/prim& www.cgi)

Prototype P0.2 (Pharmacia)
SPSS Version 12 (SPSS Inc.)
UN-SCAN-IT Gel™ Version 5.1 (Silk Scientific Corp.)
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2.2 Zellbiologische und Proteinchemische Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung erfolgte bis zum konfluenten Wathe in einem

Begasungsbrutschrank (Heraeus) bei 37°C, 5% @@ 95% Luftfeuchtigkeit in 75,

250 und 550 ml Gewebekulturflaschen (Greiner Bie@mbH, Frickenhausen). Bei
allen Zelllinien wurde das Medium mindestens zweipr@ Woche gewechselt. Fir
einen Mediumwechsel wurde das alte Medium mit esterilen Einmalpipette entfernt
und nach einem Waschschritt mit PBS durch frischeg37°C vorgewarmtes Medium
ersetzt. In flussigem Stickstoff gelagerte Zellemraen bei 37°C aufgetaut, zur
Entfernung des DMSO mit 9 ml des jeweiligen Mediwessetzt und nach 5-minatiger
Zentrifugation bei 1000 rpm in 1 ml Kulturmediumspendiert. Die suspendierten
Zellen wurden in 250 ml Kulturflaschen inkubiertadh 1-2 Tagen wurde das Medium

gegen frisches Medium ausgetauscht.

2.2.2 Subkultivierung von Monolayerkulturen

Kulturen bei denen der Boden der Gewebekulturflasebllstandig bewachsen war
(konfluente Kulturen), wurden in neue Kulturflasnhéberfiihrt (,passagiert). Dazu
wurde das Medium entfernt, die adharenten Zellamal mit PBS gewaschen und mit
0,05% Trypsin / 0,02% EDTA Losung bei 37 °C im Bahrank inkubiert, bis sich die
Zellen vom Flaschenboden abgeldst hatten (maxindiruten). Anschlie3end wurde
durch Zugabe des gleichen Volumens ZellkulturmeddienWirksamkeit des Trypsins
herabgesetzt, die Zellsuspension in 15 ml Zentafiogsrohrchen (Greiner) Uberfuhrt
und die Zellen bei 1000 rpm 5 min abzentrifugi€elletierte Zellen wurde in 1 ml

Zellkulturmedium resuspendiert und durch mehrmaligefziehen durch eine Kantle
(0,8 x 40mm) vereinzelt. Die Bestimmung des Zelist erfolgte mit einer

Neubauerzahlkammer (siehe 2.2.3). Zum Anlegen eieelen Kultur wurde je nach

GrolR3e der Zellkulturflasche die jeweilige Zellmersgesgesat.
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2.2.3 Bestimmung des Zelltiters

Nach Ernte der Zellen muss fir die Subkultivierumgv. Kryokonservierung der
Zelltiter bestimmt werden. Dies erfolgte mit einéeubauer-Zahlkammer, in der nach
Zugabe der verdunnten Zellsuspension 4 GroRquadrasgezahlt wurden. Der
Zelltiter berechnet sich nach folgender Formel:

Gezahltielleh = Zellend
Ausgezahk Flache(mm) x Kammertiee (mm) x Verdiinnung

2.2.4 Kryokonservierung

Die Zellen wurden wie beschrieben mit Trypsin/EDT&om Boden der

Zellkulturflaschen abgeldst und abzentrifugiert. sD&ellpellet wurde mit PBS

gewaschen, resuspendiert und der Zelltiter bestindnin Einfrieren wurde eine
definierte Zellzahl in 1 ml Einfriermedium (Kultuedium mit 5% Dimethylsulfoxid

(DMSO)) resuspendiert, in Kryoréhrchen tberfuhngi@er, 2 ml), zunéachst bei —80 °C
eingefroren und dann in flissigem Stickstoff geftage

2.2.5 Mykoplasmentest

Die saubere, experimentelle Arbeit mit Zellkultuiz@en erfordert die Kontrolle auf
Mycoplasmen-Kontaminationen. Diese Kkleinsten siagermehrenden Prokaryonten
stehen in der mikrobiologischen Klassifikation zetien Bakterien und Viren und
fuhren bei Menschen und Tieren hauptséchlich zuaakungen des Bronchial- und
Urogenitaltraktes. Mycoplasmen besitzen keine Zamtly wachsen intrazellular und
ernahren sich parasitar von Nahrstoffen und Staffselprodukten lhrer Wirtszellen.
In der Zellkultur macht sich eine Mycoplasmen-Irifek durch abgerundete Zellen mit
verminderter Adhéarenz, starke Vakuolisierung undnigies Aussehen bemerkbar. Thr
Befall fihrt zur Verarmung an basischen AminosaunerZellkulturmedium. Dies hat
eine Anfélligkeit der Zellen fir Mutationen, Transhationen, Mikrokernabspaltungen
und vorzeitige Apoptose zur Folge. Des Weiteren nkfin Mycoplasmen
Antigenprasentation  verhindern,  Signaltransduktiorauslésen  bzw.  die
Rezeptorfunktionen in der Zellmembran stéren. ZumchNveis von Mycoplasmen-

Kontaminationen wurde das Mycoplasma-PlisPCR-Primer Set (Stratagene) nach
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Angaben des Herstellers verwendet. Die Detektiom PE€R beruht auf der
Amplifikation einer hoch konservierten Region deryddplasmen-16sRNA. Als
Template diente jeweils der Zellkultur-Uberstandulf5einer nahezu konfluenten
Zellkultur. AuBerdem besteht die Mdglichkeit nadhee Restriktion des 874 bp grol3en
Produkts mit Sau3A anhand des spezifischen Bandsensudie Mycoplasmen-Art zu
identifizieren. Bei Feststellung einer Mycoplasn@mtamination, wurden die
betroffenen Zellen mehrere Wochen mit dem Antikioth Ciprobay (5ul/ml)

behandelt, welches bei jedem Mediumwechsel ernegggeben wurde.

2.2.6 Proliferationsassay (MTS-Assay)

Diese Methode wurde zum Nachweis des OstrogenalggimyVachstums von MCF-7
Zellen verwendet. Der verwendete CellTiter ®98\Queous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay (Promega, Madison, USA) isteekolorimetrische Methode zur
Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen in Prolifecats- oder Zytotoxizitats-Assays.
Der MTS-Assay basiert auf der Umwandlung des gelbemazoliumsalzes MTS zu
violettem Formazan unter Beteiligung von NADPH obNé&DH in metabolisch aktiven
Zellen. Der Assay besteht aus der neuartigen Tatuaa-Verbindung MTS und dem
Elektronenkupplungsreagenz PMS (Phenazin Methdyutiee nach Herstellerangaben

gemischt und direkt aliqotiert bei -20°C bis zumrWendung gelagert wurden.

NADPH +H' NADP
NADH+H* NAD*

V Formazan

MTS (gelb) ———— (violett)

Abb. 2.1: Umsetzung des MTS-Reagenzes im Prolifdiansassay

Die Durchfihrung des Assays erfolgte durch die Hegeaon 20 pl MTS/PMS-L6sung
zu 100 pl Kulturvolumen je Well (96 Well Platte)dueiner Inkubationszeit von 2-4 h
bei 37°C und 5% C® Die Menge des umgesetzten Formazan-Produktesewurd
spektrometrisch im ELISA-Platten-Reader (Anthos IHThbei 492nm und einer
Referenzwellenlange von 690nm gemessen. Die MeregeFdrmazan-Produktes ist

dabei direkt proportional zu der Anzahl vitaler [Eal in Kultur. Die
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Hintergrundabsorption von Medium bei 490nm wurderiggert, indem Kontrollwells
(nur Kulturmedium ohne Zellen) parallel mit MTS/PM8rsetzt und inkubiert wurden

und deren Absorption von der der experimentelletid/éebtrahiert wurde.

2.2.7 Bestimmung der Ostradiolkonzentration in Serum undMedium

Die quantitative Bestimmung der Ostradiolkonzemdrat mittels des Ostradiol
IMMULITE ®-Assay (DPC Biermann, Bad Nauheim) wurde freundiialeise von
Mitarbeitern des Endokrinologischen Labors der @rsitatsfrauenklinik Dusseldorf
durchgefuhrt. Es handelt sich dabei um einen konngt Festphasen-
Chemiluminiszenz-Immunoassay. Die feste Phase (Kuge mit Kaninchen Anti-
Ostradiol polyklonalem Antikorper beschichtet. D&eagenz enthalt alkalische
Phosphatase (Rinderkalbsdarm) konjugiert mit OgiraBas Ostradiolenzymkonjugat
konkurriert mit Ostradiol aus der Probe um die fierten Antikdrperbindungsstellen
auf der Kugel. Der Uberschuss der Probe und degeReas wird durch zentrifugales
Waschen beseitigt. Zum Schluss wird das Chemilsnarizsubstrat zu den Kugeln
zugegeben und ein Signal (Counts) in Proportion gefoundenen Enzym generiert.
Der Messbereich liegt zwischen 20-2000 pg/ml. Diedbfiihrung des Assays erfolgte
mit dem Immulit€, einem vollautomatischen Random Access Immunoa&sajyzer
(DPC Biermann, Bad Nauheim).

2.2.8 Behandlung von FCS mit Aktivkohle

500 ml FCS wurden mit 1,25 g Aktivkohle und 0,12Bextran 30 Minuten bei 57°C
unter Schitteln inkubiert und anschlieBend bei 49@r 1 Stunde bei Raumtemperatur
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut miblg22ktivkohle und 0,125 g Dextran
versetzt und fur 30 Minuten bei 37 °C unter schiitekubiert. Nach Zentrifugation bei
4000 g fur 1 Stunde wurde der Uberstand durch 8teeilfilterflasche filtriert und bis

zur Verwendung bei -20°C aliquotiert gelagert.
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2.2.9 Stimulation der Zellen mit Steroiden und deren Dervaten

Zur Vorbereitung der Stimulationsexperimente wurdenin grof3en Zellkulturflaschen
angezuchteten Zellen trypsiniert und auf 10 cmKaétlirplatten in einer Dichte von 1-
1,5x16 in phenolrotfreiem Medium (DMEM, 10% charcoalpéd FCS, 0,1%
Gentamycin) ausgesat. Nach 24 h wurde das Mediunedeselt und fur weitere 3
Tage phenolrotfreies Medium (DMEM) unter Zusatz viediglich 1% charcoal-
stripped FCS und 0,1% Gentamycin zugegeben, urdellen in einen Hungerzustand

ZuU versetzen.

Direkt vor der Stimulation wurden die wie bescheebvorbereiteten Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und im Folgenden mit dem geléStanulanz (Ostradiol, EGF,
etc.) in DMEM-Medium (ohne Zusatze) fur die angege® Dauer inkubiert. Die
Stimulation wurde auf Eis gestoppt und die Protewaktion wie beschrieben
durchgefuhrt (siehe 2.2.10).

Bei Stimulationsexperimenten mit SERMs (Tamoxifédl 182,780, Raloxifen) und
MEK-Inhibitor bzw. Co-Inkubation von Ostradiol mitiesen Substanzen wurden die
Zellen mit den geldsten Stimulantien stets 30 nannkubiert und dann lysiert bzw. im
Falle von Co-Inkubationen das Steroid im Gemisclhh @mem SERM bzw. MEK-

Inhibitor in neuem Zellkulturmedium fur die angegek Stimulationszeit zugegeben.

Fur die Untersuchung der Beeinflussbarkeit des geden Ostradiols durch den
Aromataseinhibitor Formestan wurden die Zellen walr der gesamten 3-tdgigen
Hungerphase in Medium mit 1% charcoal-stripped F@B8ter Zugabe des

Aromataseinhibitors inkubiert und im Anschluss daxsiert.

2.2.10Extraktion des Gesamtproteins aus Zellen

Zur Extraktion des Gesamtproteins aus Zellen naahuBationsexperimenten wurde
ein modifizierter RIPA Puffer verwendet (siehe 8)1. Das darin enthaltene
Natriumorthovanadat (N®O,4) wurde zuvor nach einem speziellen Protokoll a&tty
um eine maximale Inhibierung der Protein-PhosplustylrPhosphatasen zu erreichen.
Dazu wurde eine 200 mM MO, Losung hergestellt und der pH-Wert mit 1IN NaOH
auf 10 eingestellt. Die gelbe Lésung wurde erhitizt sie farblos wurde und der pH

nach Abkihlen auf Raumtemperatur wiederum auf afestellt. Diese Prozedur wurde
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wiederholt bis die Losung dauerhaft farblos bliebd uder pH-Wert sich bei 10
stabilisierte. Die aktivierte N&¥O,4-L6sung wurde aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Die Stimulation der Zellen wurde auf Eis gestopptl Wlas Medium abgenommen. Es
folgten drei Waschschritte mit eiskaltem PBS, damor 1 mM NaVO, zugesetzt
wurde. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabska@ien RIPA-Puffers, die
daraufhin mit einem Zellschaber von den Zellkultatien abgekratzt und in
vorgekihlte 1,5 ml Zentrifugationsgefal3e Uberfitwarden. Nach 30-minutiger
Inkubation auf Eis wurden die Zelllysate fur 15 Mien bei 14.000g und 4°C
zentrifugiert.  Nach  Uberfihrung der Uberstande ineuey vorgekiihlte
ZentrifugationsgefaRe wurde ein Aliquot davon flinee Bestimmung des
Proteingehaltes verwendet wie in 2.2.11 und 2.Belsthrieben. Der Rest der Zelllysate
wurde fur 5 Minuten nach Zusatz von 6X Laemmli-Rnopuffers bei 95°C aufgekocht,
auf Eis abgekuhlt und bis zur Durchfuhrung der @&&leophorese (SDS-PAGE) bei
-20°C gelagert.

2.2.11Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die quantitative Bestimmung der Gesamtproteinmeegeer Losung wurde unter
Verwendung eines Farbstoffkonzentrats der FirmaRB@ (Minchen) nach der
Methode von Bradford (1976) durchgefihrt. In diesKonzentrat ist der Farbstoff
»~Coomassie Brilliant Blue G 250" enthalten, der mrbteinen einen farbigen Komplex
bildet. Durch die Komplexbildung wird das Absorptsmnaximum des Farbstoffes von
465 nm (rot) nach 595 nm (blau) verschoben. Dietdirlysate wurden je nach
erwarteter Proteinkonzentration 1:3 bis 1:10 mitAglest. verdinnt. Je 10 ul bzw. 20
ul der Verdiinnung wurden mit 790 ul bzw. 780 pOHund 200 ul Bradford-Reagenz
gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. Die photinsche Konzentrations-
bestimmung erfolgte bei 595 nm in einem Lamda BMY\US Spectrometer (Perkin
Elmer) gegen eine Nullprobe (nur,®)). Als Kalibrierstandard diente Rinderserum-

Albumin (BSA) in Ausgangskonzentrationen von 0,5mmigund 0,05 mg/ml.
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2.2.12Bestimmung der Proteinkonzentration mit Bicinchonnsaure

Der detergenz-kompatible Micro-BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce, Rockford,
IL) wurde zur Bestimmung der Proteinkonzentratiomgesetzt. Die Bicinchoninséure
(BCA) Rezeptur dient der kolorimetrischen Detektiomd Quantifizierung des
Gesamtproteins in verdinnten wassrigen Losunges.Hdazip basiert auf der Biuret-
Reaktion, bei der die vorhandenen Proteine Kupfieriovon Cé' zu Cd* reduzieren.
Die Bicinchoninsaure reagiert als wasserloslicheatridimsalz sehr sensitiv und
spezifisch mit den Cirlonen zu einem wasserldslichen, stabilen Komptist, eine
starke Absorption bei 562 nm aufweist. Das Arbedagenz wird durch Mischung der
Puffer MA, MB und MC im Verhaltnis 25:24:1 hergditeind zu gleichem Volumen
mit den Proben gemischt. Nach 60-mindtiger Inkudratbei 60°C im Wasserbad
wurden die Proben auf Raumtemperatur abgekihltCig;, Werte wurden mit einem
Lamda Bio UV/VIS Spectrometer (Perkin Elmer) genreess und die

Proteinkonzentrationen anhand einer BSA-Standariibfiakurve bestimmt.

2.2.13Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophaoese

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) A&uftrennung von Proteinen
nach ihrem Molekulargewicht wurden mit dem Mini-fan 1l System der Fa. Bio-Rad
nach der Methode von Laemmli (Laemmli, 1970) dueftiprt. Zur Probenvorbereitung
wurden die Proteinextrakte mit 1/5 Volumen SDS-Rrgduffer versetzt und fir 5min
bei 95°C hitzedenaturiert. Zur Herstellung der G@le8 cm) diente der zugehérige
Giel3stand. Die Trenn- und Sammelgele wurden wi€ain. 2.5 aufgefuihrt hergestellt.
Nach vollstandiger Polymerisation wurden die Gele die Mini-Protean I

Elektrophoresekammer eingesetzt und der SDS-PAGHfpuHfier eingeflllt. Die

Kamme wurden vorsichtig entfernt und die Probertascmit Laufpuffer durchspult,
um unpolymerisiertes Acrylamid zu entfernen. Digbeseiteten Proteinproben (max.
30pl) sowie der SeeBl{iélus2 Pre-Stained Proteinstandard (5pl) (Invitrdgearden

in die Probentaschen pipettiert und der Gellauf Hs) V unter Verwendung eines
PowerPac 300 Power Supply (Bio-Rad) gestartet. tawhdie Proteinlauffront das
Sammelgel durchlaufen hatte, wurde die Spannung2@QfV erhéht. Die gesamte

Laufzeit betrug ca. 1h bei Raumtemperatur untemwdadung gekuhlten Laufpuffers.
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Tab. 2.5: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgédlir die SDS-PAGE

Trenngel 10% 15% Sammelgel 4%
40% AA/BA 3,750 mi 5,625 ml 40% AA/BA 500 pl
Trenngelpuffer 5,625 ml 5,625 ml Sammelgelpuffer 625 pl
H,O 5,340 ml 3,468 ml H,O 3,795 ml
10% SDS 150 pl 150 pl 10% SDS 50 pl
10% APS 120 pl 120 pl 10% APS 25 ul
TEMED 12 pl 12 yl TEMED 5 ul

2.2.14Western-Blot und Immunologische Detektion

Die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurdet der Trans-Bl6t SD
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, Munchen)yatuElektro-Blotting (Towbinet
al., 1979) im Semi-Dry Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984uf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen (Hybond ECL, Arhams Biosciences). Dazu
wurden pro Minigel 6 Blatt auf Gelgrof3e zugesclemiéts Filterpapier (Whatman /
Schleicher & Schuell) sowie die Trenngele (Sammielgerden abgeschnitten) und die
Nitrocellulosemembranen in Transferpuffer 15 mirrivkubiert. Der Zusammenbau
des Blotsandwiches in der horizontalen Blotapparatiolgte in dieser Reihenfolge:
Anode, 3 Blatt Filterpapier, Nitrocellulosemembralirenngel, 3 Blatt Filterpapier,
Kathode. Durch Rollen einer Glaspipette Uber desidBindwich kénnen tberschissiger
Transferpuffer sowie vorhandene Luftblasen entfengrden. Der Proteintransfer
erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 15V faim3n bei Raumtemperatur mit
einem PowerPac 300 Power Supply (Bio-Rad). Um damdfereffizienz zu tUberprifen,
wurden die Nitrocellulosemembranen im Anschluss Roinhceau-S-Losung (Sigma)

5min angefarbt, das Bandenmuster kontrolliert uitddmaN NaOH wieder entfarbt.

Um die unspezifischen Bindungsstellen auf den WNéHolosemembranen zu
blockieren, d.h. unerwinschte Antikorper-Proteinéaelwirkungen zu vermeiden,
wurde diese fur 1 h bei Raumtemperatur oder UberhtNbei 4 °C in einer Block-
Losung (5% Magermilchpulver in 0,1% TBST) auf ein&mppschuttler inkubiert und
im Anschluss daran 3-5 mal 5 min mit Waschpuffd?®,TBST bei Raumtemperatur
gewaschen. Es folgte die Inkubation der Membrandrdem fir das nachzuweisende

Protein spezifischen Primarantikérper in der vomstidler empfohlenen Verdiinnung
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in Blocklésung (je nach Antikérper 5% Magermilchyed oder BSA in 0,1% TBST)
far 1-2 h bei Raumtemperatur bzw. bei 4 °C Uberiacf einem Kippschuttler. Nach
3-5 Waschschritten bei Raumtemperatur mit 0,1% TB&ifden die Membranen mit
Horseradish-Peroxidase-gekoppelten Sekundarangkdrnp einer zuvor experimentell
ermittelten Konzentration in Waschpuffer fur 1 hi beaumtemperatur inkubiert.
Uberschiissiger und unspezifisch gebundener Sekamtiéiirper wurde durch
funfmaliges Waschen mit 0,1% TBST fir 5 min aufeemKippschuttler entfernt. Vor
der Detektion wurde der Uberschissige Waschpufter den Membranen durch
Abtupfen mit Filterpapier entfernt und die Membrnanait der Proteinseite nach oben
auf durchsichtiger Folie platziert. Die Proteindgien fand mit dem ECIM-
Detektionssystem (ECL'-Western Blotting Reagents, Amersham Biosciencés]. s
Lésung 1 und 2 wurden zu gleich Anteilen gemiself, die Membranen aufgetragen
und fur exakt 1 min in der Detektionslosung inkubhne die Membranen in dieser
Zeit Bewegungen auszusetzen. Die Detektionslosumglevnach Ablauf der Minute
sofort entfernt und die Membranen mit Filterpapigocken getupft. Fir die
Signalentwicklung auf Rontgenfilm (Hyperfilm ECL,mfersham Biosciences) wurden
die Membranen zwischen zwei Lagen Transparenzfilositioniert und mit der
Proteinseite nach oben in eine Rontgenfilmcassgéiegt. Nach Auflegen eines
Rontgenfiims auf die Membranen wurden diese je nadBlgnalstarke flr
unterschiedliche Zeitspannen in der geschlosseasadite exponiert und im Anschluss

in Entwickler- und Fixierbad (Kodak Dental Readyimgrur Entwicklung gebracht.

Nach der ersten Detektion ist es mdglich eine avé@etektion mit einer anderen
Primar-Sekundarantikdrperkombination auf denselbéfitrocellulosemembranen
durchzufiihren. Fur den Fall der MAP-Kinase bedeutis, dass im ersten Durchgang
die phosphorylierte Form und im zweiten DurchgaregTbtalkinase detektiert wurde.
Dieser als ,Stripping“ bezeichnete Prozess beruhtf aer Ablosung der
Detektionskomplexe (Antikérper, Peroxidase) untafuir von Hitze in Anwesenheit
von Detergenz. Die auf der Membran immobilisierteroteine bleiben bei diesem
Vorgang nahezu vollstandig auf der Membran erhal@a Membranen wurden dazu
direkt nach der ersten Entwicklung fir 1 h bei 505€l permanenter Bewegung in
Stripping-Puffer (enthalt SDS und Mercaptoethamokubiert. Nach 5 x 5-mindtigem

Waschen in 0,1% TBST wurde der beschriebene ProdessImmunodetektion
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beginnend mit dem Abblocken der Membranen unterwéadung einer anderen

Antikdrperkombination erneut durchgefuhrt.

2.2.15Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die Vorbereitung der Deckglaschen erfolgte am \@parch Beschichtung mit Poly-
L-Lysin, was die Adhasion der Zellen optimiert. Ajgdem Deckglaschen wurden
2x10° MCF-7 Zellen ausgesat, tiber Nacht bei 37°C inktihied am darauf folgenden
Morgen 2x mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde jedes Deckglas ®ditpd E-
BSA-FITC L6sung (5 min oder 1 h) oder den ER-Antpé&rn MC-20 und H-184
(gelést in PBY) (1h) lberschichtet und inkubiert. Nach der Inkida wurde
uberschiissige Flussigkeit durch zweimaliges Wasahief®BS entfernt. Im Falle der
Antikérperbehandlung folgte zusatzlich die 45-migét Inkubation mit dem FITC-
markierten Anti-Kaninchen IgG-Zweitantikorpg€l00 pl), der im Anschluss durch
zweimaliges Waschen mit PB8ntfernt wurde. Die Zellen wurden dann fiir 30 mii

2 ml 1% PFA-L6sung fixiert. 5ul Vectashield wurdauaf einen Objekttrager gegeben
und die Deckglaschen mit der beschichteten Seitd nmten auf diesen Tropfen
Uberfuhrt. Die Deckglaser wurden zum Abschluss Natgellack abgedichtet. Zur
Untersuchung fixierter Zellen mit den ER-Antikorpamterscheidet sich das Protokoll
insofern, dass die Zellen vor der AK Inkubation @iml 1% PFA-L6sung fur 30 min
fixiert wurden. Der weitere Ablauf erfolgte wie lobsieben. Zur Analyse der FITC-
markierten Zellen wurde ein Leica CLSM (Confocaké&escanning Microscope) TCS
NT, Version 1.5.451 (Leica Lasertechnik, Heidelhergerwendet, wobei die
Fluoreszenz durch einen Argon-Laser bei einer WEllegge von 488 nm angeregt
wurde. Es wurden optische Schnitte durch die Zelian 0,5 pm-Intervallen

aufgenommen.

2.2.16Stabile Transfektion eines retroviralen Expressiosplasmids in
Zelllinien
Die S2-Arbeiten zur viralen Transfektion desd&R11IN Expressionsplasmids in die

Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden freundlicheeise von Frau Dr. B. Betz
durchgefuhrt. Fur die Virusproduktion wurden zursicB93T-Zellen in mit 0,1%
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Gelatine beschichtete 10cm-Zellkulturschalen ausiges5x18 Zellen). Am Folgetag
wurden die Zellen nach erfolgtem Mediumwechsel whém Expressionsplasmid,
Helferplasmid (pHIT 60) und Hillenplasmid (VSV-G)itnHilfe des FUGENE -6-
Transfektionsreagenzes (Roche) kotransfiziert.da @l Medium wurden hierzu 60 pl
des FUGENE-Reagenzes sowie 7 g des jeweiligemRlaggemischt und nach einer
Inkubationszeit von 15 min bei RT das Gemisch thphweise auf die Zellen gegeben.
Nach 48h wurde der Zelliberstand mit den produameXiren abgenommen und durch
einen Sterilfilter (PorengrofRe 0,45 um) filtridfiir die Virus-Transfektion wurden die
beiden Zelllinien in 6-well-Platten ausgesat untveaer nur am Folgetag (1x) oder an
den 3 Folgetagen (3x) mit je 1 ml Virus-Uberstarahsfiziert. Den Transfektionen
folgte jeweils ein Mediumwechsel und die Zellen dem dann fir weitere 5-7 Tage mit
Geneticin (G-418, Roche) behandelt zur Selektionti@dmsfizierten Zellen. Durch das
Expressionsplasmid S11IN wurde in transfizierte lefeleine Neomycin-Resistenz
eingefuihrt, die diese gegeniber untransfiziertefle@ebei Behandlung mit G418
Uberleben lasst, so dass schliel3lich zu 100% traersé Zellen vorliegen. Diese

wurden bis zu den Stimulationsexperimenten in Kuyehalten und vermehrt.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Isolierung aus Zelllinien

Die zur RNA-Isolierung eingesetzten Losungen wurdeit Diethylpyrocarbonat
(DEPC), um Kontaminationen durch RNAsen zu vermeideEPC wurde hierzu im
Verhéltnis 1:10 mit absolutem Ethanol gemischt andchlie3end im Verhaltnis 1:100
den Gebrauchlésungen zugesetzt. Nach Inkubatiol3B8C Uber Nacht wurde das

DEPC durch Autoklavierung zerstort.

Die Gesamt-RNA wurde unter Verwendung von TR1Z0iGibco, Karlsruhe). Diese
Verfahren stellt eine Weiterentwicklung der Methatech Chomczynski und Sacchi
(1987) dar und basiert auf einer monophasischenndMt&uanidinisothiocyanat-
Losung, die wahrend des Homogenisierens und dex tigsintegritat der RNA schutzt.
Adharente Zellen wurden durch Trypsin/EDTA Behandlabgeldst und zentrifugiert.
Nach einem Waschschritt mit PBS wurde erneut abhegiert und das Zellpellet
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durch Zugabe von 1 ml TRIZY lysiert. Die lysierten Zellen kénnen direkt zur RN
Isolierung eingesetzt oder in dieser Form bei —8®3iC mehrere Wochen gelagert
werden. Um die Dissoziation von Nukleoproteinkomple zu ermdglichen, wurden die
Proben fur ca. 5 min bei Raumtemperatur inkubi®&tach Zugabe von 200 ul
Chloroform wurden die Proben ca. 15 sec von Harstlgételt und fur 2-3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte ein Zentrifugagschritt fir 15 min bei 4°C und
12000 rpm. Die wassrige RNA-haltige Oberphase wurdesin neues Eppendorf-
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und mit 500 ul Isopropaveisetzt. Nach 10-minutiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die RNA duremtdfugation (10 min bei 4°C
und 12000 rpm) pelletiert. Das Pellet wurde mitl176%6 (v/v) Ethanol gewaschen und
fur 5 min bei 4°C und 9500 rpm zentrifugiert. [Rsllet wurde danach bei 55°C im
Thermoblock getrocknet und je nach Ausbeute in @D-lul DEPC-Wasser
aufgenommen. Mit Hilfe dieser Methode wurde GesRMNA aus den Zellen isoliert.
Die gewonnene RNA wurde nach der Quantifizierung-88°C gelagert

2.3.2 Photometrische Quantifizierung von DNA/RNA

Die Bestimmung der DNA/RNA-Konzentration erfolgtpektralphotometrisch nach
Lambert-Beer bei einer Wellenlange von 260 nm ineei Lamda Bio UV/Vis
Spectrometer  (Perkin-Elmer) oder einem NanoDYop ND-1000 UV/Vis
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Zusditziiurde zur Reinheitskontrolle
der Absorptionsquotient der Wellenlangen 260 nm/880 bestimmt, der im Bereich
zwischen 1,7 und 2,0 liegen sollte. Nach dem LatriBeer’schen Gesetz ergibt sich
die Konzentration der Nukleinsauren aus folgendamtel: ¢ = E x 1/ x 1/d (c:
Konzentration in mg/ml; E: Extinktion bei 260 nm; 8chichtdicke der Kiuvette = 1
cm). Der molare Extinktionskoeffiziente betragt bei 260 nm fir RNA und
einzelstrangige DNA 25 cffimg, fiir doppelstrangige DNA 20 émg und fiir
Oligonukleotide 30 cAimg.

2.3.3 cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA aus Zelllinien wurde mit Hilfe deeWersen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben (Omniscript RT Kit, Qiagen). Der Bimsunspezifischer Random-

Primer (Hexanukleotide) ermoglicht es, statistisgasehen, die gesamte RNA-
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Population zu erfassen und ausgehend von einergemzDNA-Synthese mehrere
Transkripte im Anschluss gleichzeitig zu untersurche

Dazu wurden pro Ansatz 500 ng RNA auf ein Endvolonaen 12,5 pl mit RNAse-
freiem Wasser aufgeflllt und nach 5-mindtiger Darniatung bei 65°C auf Eis
abgekuhlt. Zu der vorbereiteten RNA wurden je 7,25des nach Herstellerangaben
vorbereiteten Reaktionsansatzes pipettiert. Folgerikbnzentrationen lagen im
Endvolumen von 20ul pro Ansatz vor: 50 mM KCI, 1Mmiris/HCI, 7,5mM MgC#,
0,1mg/ml BSA, 15mM DTT, je 1mM dATP, dCTP, dGTP utitTP, 1 U/ul RNasin,
1000pmol Random-Primer und 9,5 U (0,5 pl) Reversan3kriptase. Die Ansatze
wurden fur 60 min bei 37°C inkubiert mit anschlie@er Inaktivierung der Reversen
Transkriptase fur 5 min bei 95°C. Die Proben wurdanh Abkihlung auf Eis bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymeraseketten-Reaktion diente zur geziel#®mplifikation spezifischer
Gensequenzen. Fir jedes =zu untersuchende Gen wuuden jeweiligen
Reaktionsbedingungen wie Annealing-Temperatur, &mnm und Nukleotid-
konzentration, Zyklenzahl sowie Template-Menge (éDNDNA) entsprechend
optimiert. Das Reaktionsvolumen fur eine PCR betgrgndsatzlich 50 pul. Die
Sequenzen der verwendeten Primer sind in 2.1.1 AZ.8baufgefihrt. Ein PCR-Ansatz
enthielt cONA/DNA als Template, PCR-ReaktionspuffdNTPs (Nukleotide, dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 5’- und 3’-Primer sowie das EnzZVag-Polymerase. Falls die
PCR-Produkte im Anschluss mit Hilfe des A.L.F-Sawiergerates analysiert werden
sollten, waren die 5’-Primer Cy5-markiert. Die Walelr Tag-Polymerase hing von der
Zielsetzung ab. FiUr den Groldteil der PCR-Anséatzedevudlie Taqg DNA Polymerase
(Amersham Biosciences) verwendet und die PCR Aasateinem Hybaid Omnigene
PCR-Cycler ohne beheizbaren Deckel amplifizierts wige Uberschichtung der Proben
mit 2 Tropfen Mineraldl erforderte. Zur Vermeidungerwinschter Nebenreaktionen
wurden die PCR Reaktionen mit einem ,Hot-Start“tgdst, d.h. die Polymerase wurde
wéahrend einer Vorlaufphase von 10 Minuten bei 94z8@egeben. Nach Beendigung
der PCR wurde die wassrige Phase vom Mineral6lhddre unterschiedliche Tragheit

auf Parafiim M (American National Can) getrennt. RR@nsatze, die nach der
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Amplifikation sequenziert werden sollten, musstem, die Fehlerrate moéglichst gering
zu halten, mit der Expand High Fidelity Tag Polyass (Roche) amplifiziert werden,
die Uber eine 3’-5-Exonuklease Aktivitat verfugtm Olriickstande in diesen Proben
von vornherein auszuschlieBen wurden diese AnsatzeThermocyclern mit

beheizbarem Deckel (Fa. Biometra) amplifiziert. Aohluss jeder PCR Reaktion ein
Jfinal extension®“-Schritt angehangt, um einen vaigligen Abschluss der Reaktionen

zu ermoglichen.

2.3.4.1Kontrolle der cDNA-Synthese mittelsp-Actin-PCR

Zur Qualitatskontrolle der synthetisierten cDNA adfontaminationen durch
genomische DNA dient di@-Actin-PCR. Aufgrund der speziell gewahlten Primer
ergeben zusatzliche Intronsequenzen bei genomidoNéy eine groflReres Fragment
(652 bp) als cDNA (446 bp), so dass nach elektrogitszher Auftrennung im

Agarosegel Verunreinigungen deutlich detektierliraa.s

Tab. 2.6: Reaktionsansatz und -bedingungen zur Dehflihrung einer 3-Actin PCR

PCR-Reaktionsansatz Volumen [ul] Reaktionsbedingungen

H,O 30,5

10x Puffer 5,0 94°C 10 min

5'-Primer 2,5 (25 pmol) 94°C 1 min

3’-Primer 2,5 (25 pmol) 60°C 1 min 35 Zyklen
dNTPs 4,0 (10 nmol) 72°C 1 min
Tag-Polymerase 0,4 (2 V) 72°C 8 min

2.3.4.2Amplifikation des ERa Gens aus dem Vektor pER

Zur Klonierung des ER in den Expressionsvektor S11IN wurde dasiEBRen zunachst
aus dem vorliegenden Vektor pERERa in pcDNA3.1-) herausamplifiziert (siehe

3.8.1). Die zugehdrigen Reaktionsbedingungen ziéggTab. 2.7.

Tab. 2.7: PCR-Bedingungen zur Amplifikation des ERt Gens aus dem Vektor pER

PCR-Reaktionsansatz Volumen [ul] Reaktionsbedingungen

H,O 29,9

10x Puffer 4,5 94°C 10 min
ERa-EcoRI-Fwd-Primer 5,0 (50 pmol) 94°C 1 min
ERa-BamHI-Rev-Primer 5,0 (50 pmol) 64°C 1 min 32 Zyklen
dNTPs 4,0 (10 nmol) 72°C 2 min

HighFidelity Tag-Polymerase 0,4 (2 U) 72°C 8 min




2 MATERIAL UND METHODEN 43

2.3.4.3Quantitative RT-PCR zur Bestimmung der mRNA-Expresson

Zur Bestimmung der mRNA Expression des Gens Cathdpsn der Zelllinie MCF-7
wurde die quantitative RT-PCR verwendet. Das Ppinleegt in einer simultanen
Koamplifikation des zu untersuchenden Gens mit minatabil exprimierten
Referenzgen in einem PCR-Reaktionsansatz (MultipléR). Dieses Referenzgen
(meist ein ,housekeeping“-Gen) dient als intern&an8ard und erlaubt den direkten
Vergleich der Genexpression unterschiedlich stientdr Zellen. Als Referenzgen
diente in den Versuchen GAPDH (Glycerinaldehyd-8gghat-dehydrogenase). Die
Bedingungen muissen so gewahlt sein, dass die Mdegegebildeten PCR Produktes
unabhangig von der eingesetzten Menge an Primddebitiden und Tag-Polymerase
ist und die Reaktion im logarithmischen Bereichaafil Die fluoreszenz-markierten
(Cy5) Primer ermdglichen die Quantifizierung der RREBrodukte mit dem A.L.F.-
Express (Automated Laser Fluorescence) DNA-Seqaem#iomaten (Funktionsweise
siehe 2.3.5.2). Im Anschluss daran wurden die $igaks mit der Fragment Manager
Software (Pharmacia) ausgewertet. Die von den $igaks eingeschlossene Flache
gilt als Mal} fur die Expressionsstarke. Das Vertigiltler Signalstarke des Zielgens zu

der des Referenzgens ergibt die relative Expression

Tab. 2.8: RT-PCR zur Quantifizierung der mMRNA-Expression von Cathepsin D

PCR-Reaktionsansatz Volumen [ul] Reaktionsbedingungen

H,0 15,9

10x Puffer 5,0

Cathepsin D 5’-Primer 5,0 (50 pmol) 94°C 10 min

Cathepsin D 3'-Primer 5,0 (50 pmol) 94°C 1 min

GAPDH CG 5’-Primer 5,0 (50 pmol) 56°C 1 min 25 Zyklen
GAPDH CG 3-Primer 5,0 (50 pmol) 72°C 1 min

dNTPs 4,0 (10 nmol) 72°C 8 min
Tag-Polymerase 0,4 (2UV)

Der 5'-Primer von GAPDH wurde sowohl Cy5-markiel$ auch unmarkiert in einem

Verhéltnis von 1:10 eingesetzt.

2.3.5 Auftrennung von Nukleinsaure-Fragmenten

2.3.5.1Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grof&folgte mittels

elektrophoretischer Auftrennung in Agarosegelenfgpund der negativen Ladungen
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des Phosphatriickrates haben Nukleinsauren die $figeft im elektrischen Feld in
Richtung Anode zu wandern. Der Siebeffekt des Agmmetzwerks hat zur Folge, dass
kleine DNA-Fragmente im Gel bei Anlegen einer Spangn schneller wandern als
grof3e. Die Trennscharfe von Agarosegelen lasstdioth Variation der Konzentration
beeinflussen, so dass DNA-Fragmente verschieder@GtéRen aufgetrennt werden
kbnnen. Zur Auftrennung wurden 0,7%-2%ige (w/v iBEFPuffer) Agarosegele
verwendet. Es wurden Probenvolumen von 5-10 ul,ndiie SB-Probenpuffer (7 M
Harnstoff, 40% Glycerin, 50mM EDTA pH8, 10mM TRIEI®, 0,1% Bromphenolblau)
im Verhaltnis 1:1 vermischt wurden, aufgetragene [Biragmentgrof3enbestimmung
wurde durch Mitfihrung des SmartLadder-GroRenstalsd@gEurogentec) oder der 1kb-
DNA-Ladder (Gibco BRL) ermdglicht. Je nach GroRe defzutrennenden DNA-
Fragmente wurde eine Spannung von 70 bis 120 V3fiirbis 200 min unter
Verwendung eines PowerPac 300 Power Supply (Big-Radjelegt. Die DNA-
Fragmente wurden nach Inkubation der Gele fur nstees 30 min in einer
Ethidiumbromid-Ldsung (10 pg/ml) unter UV-Lichk£312nm) sichtbar gemacht. Das
zwischen DNA-Basen interkalierende Ethidiumbromiddwmunter UV-Strahlung zur

Fluoreszenz angeregt.

2.3.5.2Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Zur Quantifizierung von PCR-Produktmengen fir dipiessionsanalyse von
Cathepsin D wurden die DNA-Fragmente in Polyacrytiyelen mit Hilfe von DNA-
Sequenzierautomaten (A.L.F. und A.L.F.-Express, Aim@m Pharmacia) detektiert.
Die Auftrennung der mit Cy-5 markierten DNA-Fragrteenerfolgt in 9%-igen
Polyacrylamidgelen, die eine hohe Auflosung vongRranten bis zu 1000 bp und die
Quantifizierung geringster Produktmengen ermdghcheDie Fluoreszenz der
markierten PCR-Produkte wird durch einen Laserk{tdélium-Neon-Laser, 632,8 nm,
A.L.F.-Express) im unteren Drittel der vertikalenel@paratur angeregt und die
Intensitat der emittierten Strahlung von senkreghin Laserstrahl befindlichen
Photodioden direkt wahrend des Gellaufs detektibie Daten werden durch die
Steuerungssoftware direkt erfasst und kdnnen nammdigung mit einer speziellen
Software (P2) ausgewertet werden.
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Zur Herstellung der Gellésung wurden 25,2 g Harffigiod 9 ml Acrylamidlésung
(Sigma) in 25,5 ml Aqua dest. gel6st und mit 5 mbkrlite fur 10 min gerdhrt. Fur
eine Fragmentanalyse wird eine 29:1 Acrylamidlésudgrylamid:Bisacrylamid)
verwendet. Nach dem Filtrieren von 6 ml 6xTBE urd angesetzten Gellésung wurde
der gesamte Ansatz entgast. Die Polymerisation Atgglamids wurde mit 40 pl
TEMED und 200 pl 10%-igem APS (Ammoniumperoxidiatif gestartet und die
Lésung als dinner Film zwischen zwei Glasplattegogeen, die durch 0,5 mm dinne
Abstandhalter (Spacer) voneinander getrennt sirathNca. 2 h war das Acrylamid
vollstandig zu einem Gel auspolymerisiert und dielkédmmer konnte in den

Automaten eingesetzt werden.

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden die PCR-Pkéelumit Aqua dest.
verschieden stark (1:2 bis 1:50) verdinnt, was s&th einer vorherigen Auftragung
und Abschéatzung der Produktmenge in einem Agarbsegeete. 6,5 pul der PCR-
Verdinnung wurden mit 6,5 pl mit A.L.F.-Probenaadispuffer versetzt, bei 95°C fur
5min denaturiert und bis zur Auftragung auf Eisagelt. Die Gelelektrophorese
erfolgte je nach Fragmentgro3e fur 180 bis 360 umiter folgenden Bedingungen (Tab.
2.9).

Tab. 2.9: Bedingungen fur A.L.F.-Polyacrylamid-El&trophoresen
Parameter  Fragmentanalyse
Spannung 1500 Volt
Stromstarke 34 mA
Leistung 38 Wait
Temperatur 40 °C
Laufpuffer 0,6xTBE

2.3.6 Sequenzierung

Da die Amplifikation von Genabschnitten fir die 8enzierung eine moglichst geringe
Polymerase-Fehlerrate erfordert, wurde die Expamgh H-idelity Taq Polymerase
(Roche) benutzt, welche Uber eine 3’-5-Exonukleétigitat verfigt. Bei der PCR-
Reaktion nicht verbrauchte Primer und dNTPs konateistérsignalen fihren und um
diese zu vermeiden, mussten die PCR-Produkte vorSdgquenzierung aufgereinigt

werden. Das wurde mit MicroSpirS400-Saulen (Amersham Biosciences)
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bewerkstelligt. Diese Saulen sind mit TE-Pufferacprilibriert und werden zunachst 1
min bei 3000 rpm in einer Eppendorf Tischzentrifugmntrifugiert. Darauf folgt die
Beladung mit 50 pl PCR Produkt und eine erneutetrdegation fur 3 min bei 3000
rpm. Das erhaltene Eluat kann direkt in die Seqgeereaktion eingesetzt werden. Die
Sequenzierreaktionen wurden freundlicherweise voitarbkitern des Biologisch-
Medizinischen  Forschungszentrums (BMFZ) der Hemiieine-Universitat

durchgefuhrt.

2.3.7 Klonierung

2.3.7.1Restriktionsanalyse von DNA

Restriktionen von DNA wurden nach den vorgegebeBedingungen und mit den
mitgelieferten Puffern der Restriktionsenzym-HdtstgRoche, New England Biolabs)
durchgefuhrt. Zum Einsatz kamen 0,4 pg bis 5 ug MA 1 bis 5 Units Enzym in 20
ul Reaktionsansatzen. Bei Restriktionen mit melr&ezymen wurden diese entweder
gleichzeitig oder aufeinander folgend unter Verwergides jeweils optimalen Puffers
eingesetzt. Die Inkubation der Restriktionsansattelgte fir 2 h oder tGber Nacht bei
37°C im Heizblock.

2.3.7.2solierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen dear das QIlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) verwendet. Die zugrundegéede Methode ist die Auflésung
des Agarosegels durch Natriumperchlorat und die ifhing an eine
Anionenaustauscherséule, von der die DNA im Anssheluiert wird.

Nach der Auftrennung wurden die gewinschten Band®er UV-Licht mit einem
sterilen Skalpell aus dem Ethidiumbromid-gefarbAgrarosegel herausgeschnitten und
in ein Eppendorf-Gefal3 Uberfuhrt. Nach der Gewlnbg§mmung der Agarosestiicke
wurden je 100 mg Agarose 300 ul Puffer QG zugesetdt die Agarose durch 10-
mindtige Inkubation im 50°C-Heizblock aufgelost. ddaZugabe eines Volumens
Isopropanol wurde das Gemisch auf die Aufreinigsagte aufgetragen und diese fir 1
min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die an die Siliooembran der Saule gebundene DNA
wurde mit PE-Puffer (Waschlésung) behandelt unddediem 1 min bei 13000 rpm
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abzentrifugiert. Mit TE-Puffer bzw. Aqua dest. wardie DNA durch einen weiteren
Zentrifugationsschritt von der Saule eluiert.

2.3.7.3Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNAghase der Firma Roche
verwendet. Zur Anwendung kamen die mitgeliefertezalRionspuffer in Gegenwart
von 1 Unit der Ligase in einem Gesamtreaktionsangah 20 pl. Die molare Menge
des Insertionsfragmentes soll das 4-fache der VE&XWA ausmachen, wobei aber auch
weitere Vektor-Insert-Verhaltnisse gewahlt wurdBre Ligationsansatze wurden tber
Nacht bei 4°C bzw. 15°C inkubiert und die Ligase Amschluss fur 10 min bei 75°C
inaktiviert. Die DNA-Fragmente liegen nach der Bedilang mit Ligase als zirkulare
doppelstrangige Plasmid-DNA (Vektor) vor, die zuafisformation vork.coli-Zellen
verwendet werden kann. Nach folgender Gleichunglevalie einzusetzende Menge an

Insert-DNA berechnet:

Masse yekior [ng] x Lange psert [bp]
LangeVektor [bp]

Masse | sert [ng] =Insert - Vektor — Verhéltnis x {

2.3.7.4Herstellung elektrokompetenterE.coli-Zellen

Fur die Herstellung kompetenter DétZellen wurde zunachst eine 5 ml Vorkultur tber
Nacht bei 37°C angezichtet. Mit dieser Vorkulturrdan dann 500 ml LB-Medium
angeimpft. Das Zellwachstum wurde photometrischAbei600 nm verfolgt. Bei einer
optischen Dichte von ca. OD600nm=0,6 wurden die leBel geerntet, in
Zentrifugenrdéhrchen 10 min auf Eis inkubiert undarief3end bei 4°C und 4000 g fur
15 min pelletiert. Die Zellpellets wurden zweimait raiskaltem Wasser (500 ml und
250 ml) gewaschen und zentrifugiert. Nach einemtexen Waschschritt mit 10 ml
10%igem Glycerin und erneuter Zentrifugation wurdies Zellen in 1,5 ml 10%-igem
Glycerin resuspendiert, & 40 ul in Eppendorf-Cupk Eis aliquotiert und bei -80°C

gelagert.

2.3.7.5Transformation von E.coli-Zellen mittels Elektroporation

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde der kompate E.coli-Stamm DH%

durch Elektroporation transformiert. Dafiir wurdeile #ompetenterk.coli-Zellen auf
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Eis aufgetaut, mit 1-2 pl des Ligationsansatzes igghh und in eine eisgeklhlte
Elektroporationskiivette  (BioRad, Elektrodenabstandmm) pipettiert. Die

Elektroporation erfolgte in einem Gene Pulser (BidR Minchen) durch einen
exponentiell abfallenden Spannungspuls bei 2,538/uF, 200Q undt = 4,0. Nach

dem Puls wurden die Zellen sofort mit 1 ml SOC-Medi aus der Kuvette
herausgespltilt und in einem Eppendorf Cup fur 1ih3Be°C, 180 rpm geschittelt.
Danach wurden die Zellen auf Agar-Platten mit Ssd@smedium ausplattiert und tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die resultierenden Eikn&nien wurden in je 4 ml LBamp-
Medium angeimpft, iber Nacht bei 37°C und 180 rpkubiert und im folgenden fur

die Plasmid-DNA-Isolierung geerntet.

2.3.7.6Herstellung CaChL-kompetenter E.coli-Zellen

100 ml LB-Medium wurden mit 1ml einer frischen Vaitur deskE.coli-Stamms SURE
versetzt und bei 37°C bis zu einer Extinktion vawae 0,6 (gemessen bei 600 nm)
geschuttelt. AnschlieRend wurde die Kultur auf ga@kihlt, abzentrifugiert (15 min bei
4°C) und das Zellpellet vorsichtig in 30 ml eiskalttO0 mM Magnesiumchlorid-
Losung resuspendiert. Nach erneutem Abzentrifugidre der Kalte (3000 Upm)
wurden die Zellen vorsichtig in 30 ml kalter 100 mMalciumchlorid-Losung
resuspendiert und 20 min im Eisbad gelagert. S8ltie wurde wiederum
abzentrifugiert und das Zellpellet vorsichtig im eiskalter 100 mM Calciumchlorid-
Losung (in 15% Glycerin) suspendiert. Diese Zajgnsion wurde in 100 pl Aliquots
in sterile vorgekihlte Eppendorf-Cups pipettiertdubis zum Gebrauch bei -80°C

gelagert.

2.3.7. 7Transformation von E.coli-Zellen mittels der CaCb-Methode

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde der Ca&lompetenteE.coli-Stamm
SUREmittels der CaGtMethode transformiert. Dazu wurden die bei -808lagerten
CaCb-kompetenten Zellen (je Ansatz 100ul) auf Eisbagiemtur gebracht und dann
die Ligationsansatze (5-20 ul) hinzu gegeben. Nefemindtiger Inkubation im Eisbad
folgte eine zweimindtige Inkubation im Wasserbad #2°C. Nach einer weiteren
Inkubation fur 5 min auf Eis wurde je Ansatz 1ml G®ledium zugegeben und das

Gemisch fiur 90 min bei 37°C unter Schitteln inkubieur Expression der
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Antibiotikaresistenzen. Nach Beendigung der Expoesphase wurde die
Zellsuspension abzentrifugiert, nach Suspensid®thul LB-Medium auf Agar-Platten
mit Selektionsmedium (LB-Ampicillin (100ug/ml)) aulattiert und tber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Die resultierendeinZglkolonien wurden in je 4 ml
LB-Amp-Medium angeimpft, Gber Nacht bei 37°C und01&m inkubiert und im
folgenden fur die Plasmid-DNA-Isolierung geerntet.

2.3.7.8Plasmid-Pré&paration ausk.coli-Zellen

Die Praparation hochreiner Plasmid-DNA aus 2 mlrdaehtkulturen erfolgte mit dem
GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences) na8hgaben des

Herstellers.

Die Isolation aus groReren Bakterienkulturen, didi- bzw. Maxi-Praparationen von
Plasmid DNA, erfolgte mit Hilfe des QIAfilter PlasthMidi Kit (Qiagen) (Ausbeute
bis 100ug Plasmid) bzw. dem Endofree Plasmid Maiti (Riagen) (Ausbeute bis
500ug Plasmid).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ostrogenabhangiges Wachstum der Brustkrebszellen

3.1.1 Etablierung der Zellkulturbedingungen

Fur den Nachweis nichtgenomischer Effekte in Bmgtikzelllinien, im Speziellen fir
den Nachweis der Aktivierung bzw. des Aktivierurighiss der Mitogen-Activated
Protein Kinase (MAPK) Erk1/2 sind zahlreiche Anferdngen zu erfillen. Diese
betreffen die durchgehende Kultivierung der vervetad Zellen unter optimierten
Bedingungen sowie eine optimale Kultivierung delletein der direkten Vorbereitung
auf die Stimulationsexperimente nach Aussaat au€mtBellkulturplatten. Die

angesprochenen Bedingungen umfassen Parameter iziZusammensetzung des
Zellkulturmediums, Zelldichte sowie Zelladh&renzduskonfluenz nach bestimmten

Wachstumszeiten.

Fur die Durchfihrung der Stimulationsexperimentel@tm-Zellkulturplatten wurden
die Zellen vorbereitend in Zellkulturflaschen kuiért. Um mdoglichst schnell die
erforderlichen Zellmengen zu erhalten, wurden BXI(® MCF-7 Zellen in 550 ml

Zellkulturflaschen in phenolrothaltigem Medium aesgt. Ein konfluenter Zellrasen
wurde nach 5-8 Tagen erreicht. Phenolrotfreies Mrdeignete sich nicht zur Anzucht,

da die Konfluenz erst nach mehr als 10 Tagen oalenight erreicht wurde.

3.1.2 Etablierung des MTS-Proliferationsassays

Eine Grundvoraussetzung fur erfolgreiche MAPK-E&S$timulationsexperimente ist
ein dstrogenabhangiges Wachstum der verwendetestikBebszellen (Migliacciet al.,
1996). Die Bedingungen fir ein solches Wachstunafficman durch die Verwendung
eines phenolrotfreien Mediums unter Zusatz einesivRéhle-behandelten fotalen
Kalberserums (Charcoal-Stripped FCS, im Folgend&FCS). Die Kultivierung der
Zellen muss bereits mehrere Tage vor den Expergnenunter diesen

dstrogenverarmten Bedingungen stattfinden.
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Zunachst wurde versucht in einem relativ zeitspdean Verfahren eine

Ostrogenabhangige Proliferationserhdhung der Zelléestzustellen. Nach Aussaat
definierter Zellmengen auf 6-Well Testplatten wurdeas Wachstum Uber die
Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkamfestgestellt. Dazu wurden den
Zellen am Tag nach der Aussaat verschiedene Dosgradibl zugesetzt und die
Zellzahl pro Well an den Folgetagen bestimmt. Aufgl der geringen Zellzahlen in
den Testléchern war eine zuverlassige Messung élndiferationssteigerung jedoch
nicht moglich. Die Schwankungen der Zellzahlbestimgen fielen untolerierbar hoch
aus, so dass keine Systematik bezuglich des Raildasverhaltens in Abhangigkeit

von Ostrogen erkennbar wurde.

Um zuverlassige Daten zum dstrogenabhangigen Wanhder Brustkrebszellen zu
erlangen, wurde als experimenteller Ansatz der \PT@Herationsassay gewahlt. Zur
Etablierung dieses Tests, der auf 96-Loch-Tesglattdurchgefiihrt wurde, war
ebenfalls eine sorgsame Etablierung der Parameadldichte pro Testloch, Art des
verwendeten Serums im Zellkulturmedium sowie derltiierungsdauer bis zur
Endpunktmessung mit dem MTS-Reagenz notwendig. Wspunkte zur
GroRRenordnung dieser Parameter wurden aus einéiffgfetlichung zur Untersuchung
der Regulation des an der Membran lokalisierteredties Ostrogenrezeptors in einer
Rattenhypophysentumorzelle gewonnen, in der inneir®s-well Immunoassay die

genannten Parameter systematisch untersucht w(@denpbellet al., 2002).

Nach Austestung der genannten Parameter ergabkenOgitimalbedingungen (siehe
Tab. 3.1), die eine 6strogenabhangige Zellproliferaam besten detektierbar machten.
Es stellte sich eine der Stimulanzienzugabe voehegde 4-tdgige Hungerphase in
phenolrotfreiem DMEM-Kulturmedium (versetzt mit 10@SFCS und Antibiotikum)
als am geeignetsten heraus. Geringere CSFCS Kaoatienen fihrten zu
herabgesetzter Zelladh&renz und Abloésung der ZeAdternative Kulturmedien wie
Minimum Essential Medium (MEM) (Phenolrotfrei) uidMEM/MEM Medien mit
Phenolrotzusatz waren ebenfalls ungeeignet. Dezistgrauf Phenolrot in den Assays
ist aufgrund der 6strogenen Wirkung unabléassliche EZelldichte von 500 Zellen/Well
stellte sich als optimal heraus, da bis zur Mesgsiergptischen Dichte, die Wells noch
nicht tberwachsen waren und die optische Dichtknearen Bereich lag.
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Tab. 3.1: Optimierte Bedingungen fur den MTS-Prolferationsassay in MCF-7 Zellen
Parameter Optimum
Phenolrotfreies Dulbecco’s Minimum

Medium Essential Medium (DMEM)
Serum CSFCS (10%)
Zelldichte 500 Zellen/Well

Tag 0: Aussaat der Zellen
Zeitlicher Ablauf Tag 4: Mediumwechsel + Zuséatze

(Stimulationsrhythmus) Tag 6: 48h Werte (MTS)
Tag 8: 96h Werte (MTS)

Eine Erhéhung der Proliferations- (Zellteilungs-ater durch die Zugabe eines
Stimulanzes wie Ostrogen lasst sich in der Auswerteines MTS-Assays durch den
rechnerischen Vergleich von unbehandelten Zelleth Ziellen, denen ein Stimulanz
zugesetzt wurde, feststellen. Ist der Quotient Absorptionen (nach Abzug der
Hintergrundabsorption von Zellkulturmedium) aus dmttelten und unbehandelten
Zellen groéRRer als 1, handelt es sich um eine eehdhbtlteilungsrate. Ein Quotient der

kleiner als 1 ausfallt, weist auf eine herabgesd®zrbliferation hin.

3.1.3 Nachweis der 0strogenabhangigen Proliferation von KF-7
Zellen

Zum experimentellen Nachweis einer gesteigertefieflehgsrate von MCF-7 Zellen
unter Ostrogeneinfluss im MTS-Assay wurde als Rdsintrolle stets Epidermal
Growth Factor (EGF) mitgefuhrt. EGF fuhrt nach Bind an seinen membranéren
Rezeptor zur Aktivierung einer Signaltransdukticastade an deren Ende eine erhdhte
MAPK-vermittelte Zellproliferation steht. EGF wurde Konzentrationen von 10-100
ng/ml in den Assay eingesetzt wahrend Ostrogereines aktiven Form Ostradiol in

einer Konzentration von 1/ bis 10°M verwandt wurde.

Erwartungsgemal fuhrte in fast allen durchgefihAesays sowohl die 48- als auch
96-stiindige Inkubation mit EGF als Positivkontrdie einer erhdhten Zellteilungsrate
der MCF-7 Zellen. Die deutlichsten proliferatiomsgernden Effekte mit Ostradiol
wurden mit einer Konzentration von I ermittelt. Die 96-stiindige filhrte gegeniiber
der 48-stiindigen Ostradiol-Inkubation in einer Y&l der Ansatze zu einer héheren
Proliferation. Die B-Konzentration 18M fiihrte nach beiden Zeitintervallen (48 und 96
h) zu geringeren Proliferationssteigerungen alM@vahrend 13°M keine merkliche
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Steigerung der Proliferation verursachte. Abb.Z&ijt exemplarisch einen MTS-Assay
mit gesteigerter Proliferation durch EGF und Ostldvobei nach 96 h £(10°M) in
diesem Fall mit einer 51%igen Steigerung gegenilimrehandelten Zellen EGF in

seiner Wirkung sogar Ubertraf.

1,700

1,600

1,500

1,400

1,300

1,200 A

1,100 A

Rel. Proliferation

1,000 -

0,900 -

0,800 -

0,700 -

48h 96h

B unbehandelt 1,000 1,000
B EGF 100 ng/ml 1,241 1,300
OE2 10-8M 1,151 1,339
OE2 10-9M 1,130 1,514

Abb. 3.1: Relative Proliferation von MCF-7 Zellen nach 48 bzw. 96 stundiger Inkubation mit
Ostradiol (E,) und EGF im MTS-Proliferationsassay (500 Zellen/Wk ausgesét). Angabe
der relativen Proliferation normiert auf unbehandelte Zellen.

Ein proliferationssteigernder Effekt durch Ostradi&onnte nicht in allen
durchgefuhrten Assays gezeigt werden. Auch beiTasmtung aufeinander folgender
Passagen einer Zellpopulation bewirkte die Inkwapatmit Ostradiol sowohl eine
Forderung der Proliferation als auch ein unverdedaiVachstum. Des Weiteren konnte
keine positive oder negative Tendenz der Ostroderagigen Proliferation in
Abhangigkeit von der Passagenanzahl gezeigt werdge. Inkubation von 500
Zellen/Well mit & (10°M) fur 96h fiihrte in 14 von 18 Assays zu einer éted
Proliferation gegentber unbehandelten Zellen; 12saps davon zeigten eine
signifikante Steigerung (p<0,05). Die Signifikanzurele mit Hilfe des nicht-
parametrischen Mann-Whitney U-Tests bezogen auftrgtmulierte Zellen ermittelt.

Die Werte wurden mit dem Statistikprogramm SPSS.(\® berechnet.
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Das nachgewiesene 0Ostrogenabhangige Wachstum deendeten MCF-7 Zellen
stellte den Grundstein fur die im Folgenden bestiemen Stimulationsexperimente zur
Untersuchung der nichtgenomischen Wirkungen, ddr. Aktivierung der MAPK
Erk1/2, dar.

3.2 Nachweis der Aktivierung der MAPK Erk1l/2 durch
Ostradiol

3.2.1 Etablierung der Stimulationsmethodik
Die verwendete Strategie zum Nachweis der MAPK-A&tung setzt sich aus einer
Reihe von Einzelmethoden zusammen, die sehr guwireufder abgestimmt sein

mussen.

1. Die stimulationsvorbereitende Zellkultivierungusste stets unter dstrogenarmen
Bedingungen bis zur Stimulation erfolgen in pheoifteiem Kulturmedium mit
aktivkohlebehandeltem Serum unter Verwendung eiBelidichte <1,5x10/10cm
Platte, die ebenfalls einen negativen Einfluss diaf Stimulierbarkeit der Zellen hat
(Campbell et al.,, 2002). Zudem muissen die Zellen mit einer geringen
Serumkonzentration (1%) in den Tagen direkt vor&tenulation kultiviert werden, um
sie in einen Ostrogenfreien Zustand zu versetzéme gedoch deren Vitalitdt zu

beeintrachtigen (siehe auch 3.2.2).

2. Wahrend der (Vor-)Inkubation mit den verwende&imulanzien und der damit
verbundenen Waschschritte und Mediumwechsel waauflazu achten die Zellen
maoglichst wenig mechanischem Stress auszusetzemeanstimulationsprozess nicht
negativ zu beeinflussen. Zudem war es von Vorteittidmedium und PBS ebenfalls
(wie die Zellen bis zur Lyse) auf 37°C erwarmt altén, um den Stimulationseffekt
nicht durch zusétzlichen externen Temperaturstredgeeinflussen.

3. Als Kklarer Vorteil erwies sich, den zur Lyse wendeten Ripa-Puffer mit 5%
Glycerin zu versetzen. Dies fuhrte beim AbkratzenZellen von den 10cm-Platten zur
Bildung eines viskosen Filmes, was die Ausbeutéleen und die Uberfiilhrung des
Lysats in die Zentrifugationsgefal3e wesentlich wméaehte. Der Ripa-Puffer zur
Zelllyse wurde in den Stimulationsversuchen mit detergentien Triton X-100 und

Nonidet P-40, spater nur noch mit Triton X-100 vendet. Da sich diese Detergentien
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in der Proteinbestimmung nach Bradford (Bio-Raddeea) storend auswirken (Triton
X-100 ab 0,05%, Nonidet P-40 ab 0,25%) wurde decrtdBCA™ Protein Assay
Reagent Kit (Pierce, Rockford, IL) verwendet, der Briton X-100- und Nonidet P-40-

Konzentrationen von bis zu 5% anwendbar ist.

4. Zur Detektion der phosphorylierten Form der MAB#1/2 per Western Blot wurde
anfanglich der Antikérper Phospho-p44/42 MAP Kina6Ehr202/Tyr204) (Cell
signaling) in Kombination mit dem ZweitantikbrpeerBxidase AffiniPure Goat anti-
Mouse IgG (H+L) (1:35.000-1:70.000) (Jackson Imnmesearch, Dianova) verwendet.
Ab einem gewissen Zeitpunkt verschlechterte siehSignalqualitat der Detektion und
eine starke unspezifische Hintergrundfarbung tuht Ber Einsatz einer neuen Charge
des genannten Zweitantikbrpers anderte nichts an gsilechteren Qualitat.
Moglicherweise hatte der Hersteller des Erstangikis die Produktion des Antikorpers
geandert, so dass die Kombination mit dem verwemdg&iveitantikrper nicht mehr
optimal war. Zur Detektion wurde dann als Zeitabitger der Goat anti-mouse IgG
(HRP-gekoppelt) (1:2500) (Santa Cruz Biotech.) egajzt, der keine unspezifischen

Reaktionen zeigte.

3.2.2 Problematik der Basis-Stimulation der MAPK Erk1/2

Eines der anfanglich wesentlichen Probleme beilstellung der Aktivierung der
MAPK Erk1/2 mit der Western Blot Technik war diggBalintensitat bei unbehandelten
Zellen. Unbehandelte Zellen wiesen eine relativtlddgnwe Basisstimulation auf, deren
Signalstarke in Zellen, die mit Stimulantien wieti@diol behandelt wurden, kaum zu
unterscheiden war bzw. uUbertroffen werden konntéglMdhe Ursachen fir eine
Basisstimulation der MAPK in unstimulierten Zellesind 1. Restmengen im
Kulturmedium (3.2.2.1) oder 2. die Produktion vamdegenem Ostradiol durch die
Zellen selbst (3.2.2.2).

3.2.2.1FCS im Kulturmedium — Bestimmung des Ostradiolgehaks
Einerseits bestand die Moglichkeit, dass die sethsthgefiihrte hitzeinaktivierende

Aktivkohlebehandlung (charcoal-stripping) von FCSeke 2.2.8) nicht ausreichend
effizient war. Daraus wiirde resultieren, dass demui® nicht entzogenes Ostradiol auf
diesem Wege dem phenolrotfreien DMEM-Medium und is@lan ausgesaten Zellen
zugefuhrt wurde. Um dieser Vermutung auf den Grund gehen, wurde der
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Ostradiolgehalt in dem verwendeten charcoal-stdpBES (CSFCS) mit Hilfe eines
Enzymimmunoassays quantitativ bestimmt (Abb. 3.P)a dieser kommerziell
erhaltliche Immunoassay (Immulite, DPC Biermangatlich fur eine EBestimmung
in reinem Serum ausgelegt ist, Zellen aber in Mediit einem geringen Serumanteil
von 10% kultiviert werden, wurde das selbst hegktstCSFCS sowohl pur (100%) als
auch verdunnt mit Medium (50%, 25%, 0%) in den ItatAssay eingesetzt. Der
Messbereich liegt zwischen 20 und 2000 pg/ml Osimpgvas einer Konzentration von
7,3x10'-7,3x10°M entspricht.

25000

‘—_—’—\ Messbereich ELISA
20000 \
15000 \\

10000 m——————0
2

—— 100% CSFCS

5000 7= _a—50% CSFCS
—— 25% CSFCS
—B— 0% CSFCS

0 . —— . — . —— . —————
1,0E-12 1,0E-11 1,0E-10 1,0E-09 1,0E-08

Tausende

Signalstérke [Counts]

Eingesetzte E ,-Konzentration [M]

Abb. 3.2: Abhangigkeit der E-Gehaltsbestimmung vom FCS-Anteil (selbst aktivkoldbehandeltes
(charcoal-stripped) fotales Kalberserum) (OstradiolELISA).

Bei Durchfiihrung des Assays im Immulite Analyzeél{ares siehe 2.2.7) wird nach
Substratzugabe die Farbentwicklung des Konjugagesegsen (in Counts, siehe Abb.
3.2 und Tab. 3.2), was der Grund daflr ist, dasslatiensitat der gebildeten Farbe
umgekehrt proportional zur Ostradiol-Konzentratiom der Probe ist. Die
Gegenuberstellung der theoretisch eingesetztevieEdinnungen und der ermittelten
Konzentrationen/ Signalstarken (in Counts) ist ebT3.2 dargestellt. Die in Counts
gemessene Farbentwicklung wurde vom Immulite Aralydirekt in eine E

Konzentration in pg/ml umgerechnet.
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Es zeigte sich eine klare Abhangigkeit des Assays der Serumkonzentration (Abb.
3.2). Die Messung von ;Ein reinem CSFCS kam den theoretisch eingesetzten
Konzentrationen der Verdinnungsreihe am nachstere Hiverlassige Messung war
nur in reinem CSFCS (100%) mdglich, wahrend Verdingen auf 50%, 25% bzw. die
Abwesenheit von CSFCS Verschiebungen zu hoherenzdfarationen in pg/ml
bewirkten, die sich in einem geringeren Signal (geenCounts) aul3erten. Aul3erdem
ist klar zu erkennen, dass bei unterschreiten desshereiches (<7,3x1tM) des
ELISA die Graphen keinen linearen Zusammenhang ragtennen lassen und in ein
Plateau tUbergehen (Abb. 3.2).

Tab. 3.2: Messdaten der Bestimmung des Ostradiolgaltes mittels ELISA in unverdiinntem
Charcoal-Stripped-FCS (CSFCS) (100%)
Theoretisch Gemessen
E,-Konz.[M]in CSFCS pa/ml pa/ml Counts
0 0,00 31,80 21436800
1x10% 0,27 26,50 22127930
5x10%2 1,36 25,20 22309650
1x10* 2,72 25,10 22327030
5x10™ 13,62 40,00 20460000
1x10%° 27,24 40,00 20461210
5x10%° 136,20 165,00 12261480
1x10° 272,40 334,00 8197750
5x10° 1362,00  1878,00 2570370
FCS (PAA, unbehandelt) 55,50 18849600
DMEM (phenolrot) 218,00 10560550
CSFCS (Biowest) <20 pg/ml 23000000

Bei den drei verdiinntesten Proben t4Q0*'M) lagen die E-Konzentrationen
innerhalb des Nachweisbereiches (>20pg/ml), obwiade theoretisch hatten darunter
liegen sollen (Tab. 3.2). Behandeltes CSFCS ohsatZwon E enthielt ebenfalls noch
knapp 32pg/ml, was darauf hindeutet, dass die tsellsrirchgefihrte
Aktivkohlebehandlung von FCS nicht ausreichend k#iffegewesen sein kann. Das
kommerziell erhaltliche charcoal-stripped FCS (Bést) zeigte von allen eingesetzten
Lésungen das héchste Signal (23%0bunts), was dem niedrigstea-Gehalt im Test
unterhalb der Assay-Nachweisgrenze entspricht (g20). Laut Herstellerangaben
liegt der E-Gehalt in diesem Serum <2pg/ml. Diese Ergebniesgen nahe, dass der
Einsatz des selbst aktivkohlebehandelten SerumsBdmssstimulation der MAPK

zumindest unterstiitzt wenn nicht sogar verursacitieh kann. Die gemessenen
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Konzentrationen in reinem CSFCS lagen bei ca@) was bei einem
Zellkultureinsatz von 1% CSFCS in Medium immer naginen permanenten£
Stimulus von ca. I&M firr die Zellen bedeuten wiirde. Mit dieser Erkenimtvurde fiir
die Aussaat der Zellen und die Hungerphase das levmieti erhaltliche Charcoal-

stripped FCS (Biowest, Ursprung Sud-Amerika) versietn

3.2.2.2Einsatz des Aromataseinhibitors Formestan
Um die Beteiligung endogen gebildeten Ostradiolsi kder vorhandenen

Basisstimulation der MAPK Erk1/2 nach der 3-tdgidéumgerphase der Zellen néaher
zu untersuchen, wurde der Aromatasehemmer Formestgasetzt. Aromatasehemmer
inhibieren die Ostrogenproduktion, indem sie dievidmdlung von Androstendion zu
Ostron unterdriicken. Typ | Wirkstoffe wie das Armgtemdion-Derivat Formestan (4-
Hydroxyandrostendion) binden irreversibel an didsatbindungsstelle des Enzyms
und hemmen die Aromatase kompetitiv, ohne dabbssaromatisiert, d.h. in Ostrogen
umgewandelt werden zu kdnnen. Einsatz finden Arassnhibitoren seit vielen Jahren
fur die Behandlung von Metastasen nach Versagesr aimtihormonellen Behandlung

mit Tamoxifen.

MCF-7 Zellen wurden wie bei den Stimulationsexpemmen Ublich auf 10 cm
Zellkulturplatten ausgeséat und nach dem Wechsel Mediums von 10% auf 1%
CSFCS-Anteil fur die 3 Folgetage =zusatzlich mit sebiedenen Formestan-
Konzentrationen inkubiert. Es zeigte sich, dassdalig-tdgige Inkubation der Zellen
einen konzentrationsabhangigen Einfluss auf dasnaGsder Erk1/2 Aktivierung hatte
(Abb. 3.3). Eine steigende Formestan-Konzentrafidimrte zu einer Abnahme der
relativen MAPK-Aktivierung. Konzentrationen untelbavon 10°M ergaben eine
relative MAPK-Aktivierung, die leicht (10-20 %) otbealb der von unbehandelten
Zellen lag. Bei einer eingesetzten Konzentration $6° und 10° M sank die MAPK-

Aktivierung auf 70 bzw. 40% des Levels von unbeledteth Zellen. Diese Befunde
sprechen dafiir, dass von den Zellen endogen gasidestrogen in einem Zeitraum

mehrerer Tage fir die Basisstimulation der MAPKE2kverantwortlich sein kann.
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2 108 M Formestan (3d)
3 107 M Formestan (3d)
4 106 M Formestan (3d)
5105 M Formestan (3d)

Relative MAPK-Aktivierung

unbehandelt 10-8 M 10-7M 10-6 M 10-5M
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Abb. 3.3: Status der MAPK Erk1/2 in MCF-7 Zellen rach 3-tdgiger Behandlung mit dem
Aromatase-Inhibitor Formestan im Vergleich zu unbelandelten Zellen. (A) Western-
Blot, (B) Densitometrische Auswertung des WesterniBts normiert auf unbehandelte
Zellen.

3.3 Aktivierung der MAPK Erk1/2 mit EGF und Ostradiol

Nach Optimierung der beschriebenen Parameter war MNachweis einer
dstrogenabhéangigen Aktivierung der MAPK Erk1/2 niéfyl Bei den in den folgenden
Kapiteln  beschriebenen  Stimulationsversuchen wurder Nachweis des
Phosphorylierungsstatus mit Hilfe der Western-Blbéchnik durchgefuhrt. Als
Referenz zur Ermittlung einer relativen Veranderalagy MAPK Status dienten stets
unbehandelte Zellen. Die Peakflachen der im Weddéhermittelten Banden wurden
densitometrisch mit der Software UN-SCAN-IT G&l(Version 5.1, Silk Scientific
Corp.) ermittelt und von allen Inkubationen der Qerat der Peakflachen aus phospho-
MAPK (p-Erk) und total-MAPK (Erk) gebildet. Normiewurden alle Quotienten auf
unbehandelte Zellen des jeweiligen Versuches, deeative Aktivierung gleich 1

gesetzt wurde.
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Als Positivkontrolle wurde in allen Stimulations@xpnenten Epidermal Growth Factor
(EGF) mitgefluihrt. Dieser Wachstumsfaktor fuhrt n&hdung an seinen zugehdrigen
Membranrezeptor (EGFR) durch Phosphorylierungsieaéh zur raschen
Signalweiterleitung Uber das G-Protein Ras und Kieasen, Raf und MEK zur
Phosphorylierung der MAP-Kinase Erk1/2 (MAP-Kindsaskade).

Die Stimulationen mit EGF als Positivkontrolle zeiy im Western-Blot eine
Besonderheit. Die Detektion der phosphorylierten rniFo der MAPK war
unproblematisch, jedoch fiihrte die Anwendung demliiKinase Antikdrpers zu einer
sehr eingeschrankten Detektion der Isoform p42MiekPK wahrend die Isoform p44
uneingeschrankt auswertbar war. Die Bande der pdR iw diesem Fall nur sehr
schwach bzw. gar nicht mehr erkennbar. Da zur Besting der relativen MAPK-
Aktivierung gegenuber unbehandelten Zellen, abenemphospho- und Total-Kinase
aufeinander bezogen werden, wurde in den gezefgddidungen fur die Stimulation
mit EGF nur die Aktivierung der MAPK Isoform p44gegeben. EGF zeigte bezogen
auf die Isoform p44 eine 6-15 fache Erh6hung dessphorylierungsstatus der MAPK

gegenuber unbehandelten Zellen (bei Konzentrationar20-100 ng/ml).

Ostradiolstimulationen wurden in einem Konzentragioereich von I&-10°M
durchgefuhrt und erbrachten deutliche Erh6hunges &#osphorylierungsstatus
gegeniber unbehandelten Zellen. Das Ausmald der MARKierung unterschied sich
in den verschiedenen Stimulationsexperimenten wdkannten Aktivierungen von
Faktor 3-10 gegeniuber unbehandelten Zellen gemesseten. Die Aktivierung der
MAPK durch B wund EGF ist den Abbildungen der verschiedenen
Stimulationsexperimente in den folgenden Kapitelreatnehmen. Die Unterschiede im
MAPK-Aktivierungsniveau bei EGF- und Etimulationen sind méglicherweise auf
einen unterschiedlichen Zustand der Zellen zumpZeitt des jeweiligen Versuches
zuruckzufihren. Andererseits kann ein unterscloeds MAPK-Aktivierungsniveau
unbehandelter Zellen, auf die alle anderen Stinmriadnsatze in jedem Versuch
normiert wurden, die Schwankungen dey &d EGF-Aktivierung zwischen den

einzelnen Versuchen verursacht haben
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3.3.1 Zeitabhangigkeit der 6strogenabhangigen MAPK-Aktivierung
Nichtgenomische Effekte wie die Aktivierung der MA&lhase Erk1/2 treten bereits
sehr schnell im Rahmen von Sekunden bis Minuteh Zagabe eines Stimulus auf, da
sie sich Uber membranvermittelte Kaskaden entfalt€lassische ,genomische’
Wirkungen hingegen treten erst ab etwa 1h in Eiachg, da sie auf der Transkription
spezifischer Zielgene und der Biosynthese der ktaheProteine beruhen. Um den
zeitlichen Verlauf des Phosphorylierungsstatus M&PK nach Ostradiolzugabe zu
dokumentieren, wurden MCF-7 Zellen fur unterschaa! Zeitrdume mit Ostradiol in
einer Konzentration von IOM inkubiert und der Phosphorylierungsstatus der MAP
Erk1/2 der Zellen verglichen (Abb. 3.4). Es steltieh eine Zeitabhangigkeit der
Aktivierung heraus. Die optimale Aktivierung der MK war bereits nach 5 Minuten
Inkubationszeit erreicht. Zellen, die langere Z&& und 30 min) dem Ostradiolstimulus
ausgesetzt waren, zeigten eine deutlich vermind&ktevierung, die im Falle des 30

Minuten Wertes nur noch unwesentlich iber dem Lambehandelter Zellen lag.

A 1 4
44
D42 3 p-ERK
P44 mup
pi2 —p | = =R

B 10,00

Apa4 1 unbehandelt

2 10-20 M Ostradiol 5 min
3 10-20 M Ostradiol 15 min
4 10-10 M Ostradiol 30 min

8,00

6,00

4,00

Relative MAPK-Aktivierung

2,00

1,40 1,33

1,00 1,00

T T
unbehandelt E210-10M &' E2 10-10M 15 E210-10M 30 '

1 2 3 4

Abb. 3.4: Zeitabhangige Aktivierung der MAPK Erk1/2 in MCF-7 Zellen bei einer Ostradiol-
Konzentration von 10'°M. (A) Western-Blot, (B) Densitometrische Auswertuy des
Western-Blots normiert auf unbehandelte Zellen.
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3.4 Blockierung der MAPK Erk1/2-Antwort mit dem MEK-
Inhibitor PD98059

Die Substanz PD98059 (2’-amino-3’-methoxyflavonekt iein spezifischer,
zellpermeabler Inhibitor der MAP Kinase Kinase (MEKSie blockiert selektiv die
Aktivierung der MEK womit gleichzeitig die Phospgberung der MAP-Kinase
unterbunden wird. Mit Hilfe dieses selektiven Intobs sollte gezeigt werden, dass in
den durchgefiihrten Stimulationsexperimenten digwidung der MAP-Kinase durch
EGF und Ostradiol uber den MAPK-Signaltransduktieag erfolgt und ein erhohter
Phosphorylierungsstatus der MAPK aufgrund andersathen ausgeschlossen werden
kann. Zu diesem Zweck wurden MCF-7 Zellen fur 30 mit dem MEK-Inhibitor
vorbehandelt und im Anschluss lysiert bzw. zuséitzh min mit EGF bzw. Ostradiol

inkubiert und dann lysiert.

A 1 2 3 4 5 6
P44 wp s )
D42 — - —— p-ERK
P44 —
— —— ERK
P42 mp | TR — e SN
14,00 13.20
M p42 1 unbehandelt
12,00 “%p4dl | 2 PD98059 (23 M)
3 EGF (20 ng/ml)
10,00 4 EGF (20 ng/ml) + PD98059 (23 uM)
5 E, (10%°M)
8,00
6 E, (10° M) + PD98059 (23 uM)

6,00 4

Relative MAPK-Aktivierung

4,00

2,00
1,00 1,00

0,00 A
unbehandelt  PD23uM  EGF 20ng/ml EGF 20ng/ml  E210-10M  E2 10-10M +
+ PD 23uM PD 23uM
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Abb. 3.5: Blockierung der MAPK-Antwort mit dem MEK Inhibitor PD98059 in MCF-7 Zellen. (A)
Western-Blot, (B) Densitometrische Auswertung des \ktern-Blots normiert auf
unbehandelte Zellen
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In den Stimulationsansétzen, denen eine Behandhing®D98059 vorausging, wurde
der Phosphorylierungsstatus der MAPK sehr starleauNiveau herabgesetzt, das weit
unterhalb dem von unbehandelten Zellen lag und kaoch zu detektieren war (Bande
2 und 6, Abb. 3.5). Lediglich der Phosphorylierwsigtus der Positivkontrolle EGF, die
immer im Uberschuss zugegeben wurde und daherezioeme MAPK Aktivierung
verursachte, konnte nie durch Vorbehandlung mit MEkbitor unter das Level
unbehandelter Zellen gedrickt werden, sondern murden Faktor 3-4 vermindert
werden (Bande 3 und 4, Abb. 3.5). Diese Befundeebarsd auf der Hemmung der
MEK belegen, dass die Inkubation der Zellen mitrasibl die MAP-Kinase nur auf
dem bekannten MAPK-Signaltransduktionsweg aktiviertv. phosphoryliert haben

kann.

3.5 Einfluss des reinen Antiostrogens ICI 182,780 auf id
MAPK-Aktivierung

Der Wirkstoff Fulvestrant oder auch ICI 182,780 Iji@enannt ist ein steroidaler
Ostrogenrezeptorantagonist. Er gehort zu einerreau€eneration von Wirkstoffen,
die als reine Ostrogen-Rezeptor-Antagonisten bbmeicwerden. Diesen Wirkstoffen
ist zu Eigen, dass sie den Ostrogenrezeptor votlgia blockieren, dessen
Dimerisierung verhindern sowie den Abbau beschigemiDies sind Eigenschaften, die
Wirkstoffe der friheren Generation herkdmmlichettiBstrogene wie Tamoxifen noch
nicht in die Therapie des Mammakarzinoms eingelblagben, weshalb sie immer eine

Rest-Rezeptorwirkung aufweisen.

Um die Reaktion der Zellen auf einen kurzzeitigestr@yenstimulus bei vollstandig
blockierten Ostrogenrezeptoren zu untersuchen, emufdCF-7 Zellen 30 min mit

verschiedenen Konzentrationen ICI vorinkubiert und Anschluss daran entweder
direkt lysiert oder zusatzlich einem 5-minitigentrOgenstimulus in Gegenwart von
ICI ausgesetzt und dann lysiert. Diese Versuchieesceinen Nachweis erbringen, ob
der klassische ER an der schnellen AktivierungMl@PK beteiligt ist.
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Abb. 3.6: Blockierung der 6strogenabhangigen MAPKAktivierung mit dem Ostrogenrezeptor-
antagonist Fulvestrant (ICI 182,780) in MCF-7 Zelle. (A) Western-Blot, (B)
Densitometrische Auswertung des Western-Blots norrart auf unbehandelte Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Ostrogenstinudns10'°M tiber 5 Minuten bei
blockierten Ostrogenrezeptoren (ICI°*M und 10°M) den Phosphorylierungsstatus der
MAPK gegenuber unbehandelten Zellen nicht erhdhmmte (Bande 6 und 7, Abb.
3.6). Der gleiche Ostrogenstimulus bewirkte beiételderen Ostrogenrezeptoren nicht
blockiert waren, eine 5-fache Erh6éhung gegenibdreliandelten Zellen (Bande 5,
Abb. 3.6). Auffallend war auRerdem, dass die alEin30-mindtige Inkubation der
Zellen mit beiden verwendeten ICI-Konzentrationegeniber unbehandelten Zellen
(Bande 2, Abb. 3.6) eine Erhdhung des MAPK-Phospgignungsstatus um den Faktor
2 verursachte (Bande 2 und 3, Abb. 3.6).
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3.6 Einfluss von Selektiven Ostrogen-Rezeptor Modulatan
(SERMSs) auf die MAPK-Aktivierung

Die zentrale Rolle, die Ostrogen fur die Prograssies Mammakarzinoms einnimmt,
hat in der Vergangenheit dazu gefihrt, dass Ambgsne eine grof3e klinische
Bedeutung als effektive Therapeutika u.a. in dehaelung des Mammakarzinoms
erlangt haben. Antidstrogene wirken als kompetitivieibitoren der Ostrogenbindung
am Rezeptor. Solche, die in ihrer physiologischenrkWig eine ausgepragte
Gewebespezifitat zeigen werden als ,Selective Bstio Receptor Modulators®
(SERMS) bezeichnet. Die Wirkungen, die SERMs aw@f klassische Wirkungsweise
von Ostrogenen in verschiedenen Gewebetypen habehjn den letzten Jahrzehnten
ausgiebig untersucht worden. Weniger jedoch didli&se, die die Blockierung des
Ostrogenrezeptors auf die erst in den letzten datwaehmend in den Fokus gelangten
nichtgenomischen Effekte beim Mammakarzinom hat.

3.6.1 Einfluss von Tamoxifen auf die MAPK-Aktivierung

Tamoxifen ist fur die Therapie des Mammakarzinoogetassen und das am haufigsten
eingesetzte Antidstrogen. Es wirkt in der Mamma@dirogen-Antagonist, lasst aber
eine Rezeptordimerisierung noch zu und inaktivieatliglich eine der beiden
Aktivierungsfunktionen des Ostrogenrezeptors (Afektiv).

Zur Untersuchung der Wirkung auf die MAPK-Aktiviery in der Brustkrebszelllinie
MCF-7 wurden die Zellen immer mit dem Antidstrogeorinkubiert, um eine
vorhandene Bindung an den Ostrogenrezeptor behh@Bender Zugabe von Ostrogen

voraussetzen zu konnen.

MCF-7 Zellen wurden 30 min mit TAM in Konzentratiemvon 10M-10°M inkubiert
und dann lysiert. Bei Co-Inkubationen wurden dielefe fir 30 min mit TAM
vorbehandelt und nach einem Mediumwechsel einebiaion fir 5min mit & (10°M)

in Gegenwart der gleichen TAM-Konzentration angéssden.
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Abb. 3.7: Einfluss von Tamoxifen auf den MAPK Phoghorylierungsstatus von MCF-7 Zellen (A)
Western-Blot, (B) Densitometrische Auswertung des \ktern-Blots normiert auf
unbehandelte Zellen.

Die alleinige Inkubation mit TAM zeigte in den vesmdeten Konzentrationen
gegenuber unbehandelten Zellen eine Erhéhung despRbrylierungsstatus der Erk1/2
um einen Faktor 1,6-2,4. Dabei stieg mit abnehmemnd#l-Konzentration die MAPK-
Aktivierung tendenziell an (Bande 2-5, Abb. 3.7).dieser Stimulationsreihe zeigte E
(10'°M) eine 4fache relative MAPK-Aktivierung. Die zugkithe Vorinkubation mit
TAM fir 30 min bewirkte, dass diese Erhéhung je matonzentration auf ein
unverandertes bis zweifach erhthtes Niveau gegeniib#ehandelten Zellen
vermindert wurde (Bande 7-10, Abb. 3.7). Somit kendie Blockierung des ER durch
30 min TAM Einwirkung die Aktivierung der MAPK ni¢ltvollstandig verhindern. Dies
stellt einen abweichenden Befund zu ICI und Ratxiflar, deren Vorbehandlung die
E.-abhangige MAPK-Aktivierung  vollstandig  verhindern konnte. Bei
Rezeptorblockierung mit diesen beiden Substanzenr wder MAPK-
Phosphorylierungsstatus hoéchstens auf dem Niveau wibehandelten Zellen oder

darunter.
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3.6.2 Einfluss von Raloxifen auf die MAPK-Aktivierung

Das nichtsteroidale Raloxifen (RLX) ist als SERMnhv&@harmaunternehmen Eli Lilly
entwickelt worden  (EVISTAY,  Wirkstoff RLX-HCI) und st zur
Osteoporosepravention und —therapie bei postmesajfmu Frauen zugelassen. Als
Nebeneffekt konnte in der MORE-Studie (Mple Qutcomes of _Rloxifene
Evaluation) (Cummingset al., 1999; Cauleyet al., 2001) und der daran
angeschlossenen CORE-Studieoif@nuing Qutcomes _Rlevant to Kista®) eine
signifikante Senkung des Risikos fir invasive Markarainome festgestellt werden.
Raloxifen bt auf Mamma- und Endometriumgewebebatitbgene Effekte aus. Um die
Auswirkung von Raloxifen auf die MAPK-Antwort in Mamakarzinomzellen zu
untersuchen, wurden MCF-7 Zellen mit dem SERM farn3in vorinkubiert, um die

optimale Bindung an den Rezeptor zu gewahrleisied, dann der Status der MAPK

untersucht.
A
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Abb. 3.8: Einfluss von Raloxifen auf den MAPK Phoghorylierungsstatus von MCF-7 Zellen (A)
Western-Blot, (B) Densitometrische Auswertung des \btern-Blots normiert auf
unbehandelte Zellen.



3 ERGEBNISSE 68

Die nach dem Stimulationsprotokoll vorbereiteten FACZellen wurden ftr 30 min mit
Raloxifen in einem Spektrum von 101-10"M vorbehandelt und dann lysiert. Zudem
wurden Co-Inkubationen mit,§10*®M) durchgefiihrt. In diesem Fall wurde den mit
Raloxifen vorbehandelten Zellen nach einem Mediunhsel fiir 5 min Ostradiol in
Gegenwart der jeweiligen Raloxifen-Konzentrationgesetzt und dann die Zellen

lysiert.

Die alleinige halbstiindige Inkubation der Zellent rRialoxifen ergab einen leicht
erhohten Phosphorylierungsstatus der MAPK gegeniibbehandelten Zellen, der in
den verwendeten Konzentrationen auf dhnlichem Niwaséschen 1,5 und 2 lag (Bande
2-4, Abb. 3.8). Die 5-minitige Stimulation mit, §10'°M) erreichte in diesem

Experiment eine ca. 3,5 fache Aktivierung der MARMittel aus p44 und p42). Ging
dieser k& Inkubation einen 30-mindtige Inkubation mit Rafexi voraus, so war

keinerlei Aktivierung mehr feststellbar. Der Phosptierungsstatus der MAPK
erreichte nur 50-80 % des Niveaus unbehandeltelerZahit leicht abnehmender
Tendenz zu geringeren Raloxifen-KonzentrationenoXf@n verhinderte in diesem
Experiment somit vollstandig die Induktion einer K Antwort durch Ostradiol.

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Co-Inlaret ein niedrigeres Niveau

aufwiesen als reine Raloxifen-Inkubationen.

3.7 Charakterisierung nichtgenomischer Effekte mit dem
membranimpermeablen Konjugat E-BSA

Ein Ansatzpunkt, der bei der Erforschung nichtgeischer Effekte eine wesentliche
Bedeutung hat, ist die raumliche Trennung des Blereom Zellinneren. Auf diese
Weise soll dessen Wirkung, losgelost von der ké&bsn intrazellularen Wirkung, tUber
Bindungsstellen an der Membran transparenter gemaatrden konnen. Zur
raumlichen Trennung vom Cytoplasma wurde fir dasa8t Ostradiol durch kovalente
Bindung ein Konjugat mit Rinderserumalbumin entveitE,-BSA). Dieses Konjugat
ist aufgrund der rdumlichen Ausmal3e des Albumirchtnimstande die Membran
lebender Zellen zu durchdringen (Zhesgal., 1996) und deshalb ein potentielles

Werkzeug um membranvermittelte Wirkungen von Osttarli untersuchen.
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3.7.1 Stimulation der MAPK Erk 1/2 mit E ,-BSA

E>-BSA wurde auch zur kurzzeitigen Inkubation der MCFellen eingesetzt. Ein
Unsicherheitsfaktor bei diesem Konjugat ist die hobg Dissoziation des Ostradiols
(Steviset al., 1999). Sollte Evom Konjugat dissoziieren, kénnte es zur Stimatatier
MAPK in den Zellen fuhren, so dass eine Aussager Udieen Einfluss des
impermeablen Konjugats auf nichtgenomische Vorgamget mehr moglich ware. Da
das Ausmald und die Anfalligkeit des Konjugats flisdDziation nicht bekannt sind,
wurde es stets frisch vor den Versuchen angesgetztynnotige Einfrier-Auftau-Zyklen
zu vermeiden. Des Weiteren wurde in PBS gelosteBIA, bevor es zur Inkubation
der Zellen eingesetzt wurde, Uber ein Aufkonzenirigsrohrchen (Filter devices 10000
MW, Millipore) gefiltert. Auf diese Weise sollte gendenes Konjugat aufgrund seiner
GroRRe als Retentat im Rohrchen verbleiben und Ziisstes B den Filter passieren
(Filtrat). Sowohl Retentat als auch Filtrat wurdewergleichend fir

Stimulationsexperimente eingesetzt.
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Abb. 3.9: Einfluss von E-BSA auf den MAPK Phosphorylierungsstatus von MCF-7Zellen nach 5-
mindtiger Stimulation (A) Western-Blot, (B) Densitometrische Auswertung des Western-
Blots normiert auf unbehandelte Zellen.
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Abb. 3.9 zeigt, dass sowohl das Retentat (BandeadsGauch das Filtrat (Bande 7) der
E>-BSA-LOsung zu einem erhéhten Phosphorylierungsstder MAPK Erk1/2 fuhrten
in einer GroRenordnung nur gering unterhalb den@ationen mit i (Bande 2 und 3).
Die Inkubation mit dem Filtrat der,BBSA-L6sung in einer Verdinnung, die M E,-
BSA der Retentatlésung entsprach (Bande 7), zeige deutliche Stimulation, die mit
einer vierfachen Erh6hung gegentuber unbehandet#enznur etwas niedriger war als
die Retentat-Inkubation (5-7fache Erh6hung, Band®.Dies bedeutet, dass Kor
bzw. wahrend der Stimulation in starkem Mal3e alodigst vorgelegen haben muss
und den Filter wahrend der beschriebenen Aufkommgnhg passieren konnte. Eine
zuverlassige Bestimmung der MAPK-Aktivierung dutERBSA ist somit in Frage zu
stellen, da die Anwesenheit von dissoziiertegnniEht ausgeschlossen werden kann.
Aus diesem Grunde wurde die Dissoziation vgrBBA Uber Expressionsexperimente

eingehender untersucht.

3.7.2 Untersuchung der E-BSA-Dissoziation anhand der genomischen
Wirkung von Ostradiol auf die Cathepsin D Expressio

Die Western Blot Analyse der midBSA stimulierten MCF-7 Zellen erbrachte keine
schlissigen Ergebnisse, da die Dissoziation vomdht ausgeschlossen werden konnte.
Aus diesem Grund wurde nach einer Mdglichkeit gesudie mogliche Dissoziation
von E sichtbar zu machen. Die klassische, genomisch&UMy von & kann man sich

in diesem Zusammenhang sehr gut zu Nutze machdte Epwirklich in erheblichem
Male abdissoziieren, so misste es imstande seifytizdasma zu erreichen und Uber

seine klassische Wirkung die Aktivierung einesdgnabhangigen Gens zu bewirken.

So wurde als Strategie zur Untersuchung diesereBtaliung der Expressionsstatus des
Gens fur Cathepsin D gewahlt. Cathepsin D ist dyswsomale Protease, die in
Brustkrebszellen hoch exprimiert wird und mit einerhéhten Invasivitat und
Metastasierung bei Brustkrebs assoziiert ist. Bigakist dieses Protein im
Extrazellularraum, in den es Uber Lysosomen sektetiird. Geeignet ist Cathepsin D
deshalb so gut fiir die beschriebene Fragestellwed,in Ostrogenrezeptor-positiven
(ER+) Zellen die Anwesenheit von,Ezur Uberexpression dieses Proteins fiihrt
(Rochefort, 1990; 1995; Couisgial., 1997).
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Der experimentelle Ansatz bestand nun darin, dgrdssionsstatus von Cathepsin D in
MCF-7 Zellen nach EBSA Inkubation zu bestimmen. Dafiir wurden Zelleie via den
MAPK Stimulationsexperimenten in 10 cm Zellkultafiten und 6strogenfreien
Bedingungen ausgesat. Nach 3 Tagen erfolgte digbhtion mit B-BSA fur Zeitrdume
zwischen 0 und 24 h bzw. vergleichsweise die Inkabamit E, und Tamoxifen. Nach
Durchfiihrung der zeitlich unterschiedlichen Inkuda¢n wurde aus den Zellen die
Gesamt-RNA isoliert und diese im Folgeschritt inNd®umgeschrieben. Die mRNA-
Expression wurde dann unter Einsatz der erhalteD®A Uber quantitative RT-PCR
ermittelt. Die Koamplifikation von Cathepsin D milem stabil exprimierten
Referenzgen GAPDH als internem Standard erlaubt dieekten Vergleich der
Genexpression unterschiedlich stimulierter/inkuieieZellen. Die Quantifizierung der
fluoreszenz-markierten PCR-Produkte erfolgte Uhbeere DNA-Sequenzierautomaten
(A.L.F.-Express).

3.7.2.1Etablierung der quantitativen RT-PCR fur Cathepsin D
Zur Etablierung der quantitativen RT-PCR, derenr@lage die so genannte Multiplex-

PCR darstellt, bei der das Zielgen und ein Refggemkoamplifiziert werden, mussen
diverse Parameter wie die Zyklenzahl, die Primezkotration, die dNTP-Menge, die
annealing-Temperatur, die Enzymmenge sowie die Zedigih des PCR-Programms
eingestellt werden. Zunachst musste ein Primerpaardas Zielgen Cathepsin D
gefunden werden. Das Primerdesign erfolgt mit Hiléss Programms ,Primer 3“ des
“Whitehead Institute for Biomedical Research” inn@aidge, Massachusetts, USA,
welches per Internet (http://fokker.wi.mit.edu/&@n/primer3/primer3_www.cgi)
zuganglich ist, wobei darauf geachtet wurde, eim@mpaar zu wahlen, das ein Produkt
unterhalb von 200 bp generiert und gleichzeitighgeHomologien zu anderen Genen
aufweist. Die Primer, die schlie3lich gewahlt wurdsind in Exon 4 (CathD fwd) und
Exon 5 (CathD rev) der 9 Exon umfassenden mRNA &esrmuwon Cathepsin D
lokalisiert und generieren ein PCR-Produkt von bf6Bei der Austestung der PCR-
Bedingungen unter Verwendung von cDNA aus T47Defellls Template ergab sich
eine optimale Annealing-Temperatur von 56°C, eisenperatur bei der auch die PCR-
Reaktion des Referenzgens GAPDH optimal ablau#. Zzihl der Zyklen, die die PCR-
Reaktion durchlaufen soll, muss so gewahlt seinssdaie bei logarithmischer

Auftragung im linearen Bereich liegt. Zu diesem ZWwevurde eine zyklenabhangige
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PCR mit den Cathepsin D Primern durchgefuhrt zwaacB0 und 40 Zyklen (Abb.
3.10). Der lineare Bereich lag zwischen 22 und 2Bleh, so dass fur die Multiplex-
PCR 25 Zyklen gewéahlt wurden. Diese Anzahl lag aueihder bereits etablierten PCR-
Reaktion fir GAPDH im linearen Bereich, was das émen der PCR-Reaktionen
vereinfachte, da alle Primer gleichzeitig pipettiwerden konnten (genaue Angaben zu
Primer und PCR-Bedingungen siehe Material und Mighp
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Abb. 3.10:Abhéangigkeit der PCR-Produktmenge (Signdlache, y-Achse) von der Anzahl an PCR-
Zyklen in der Cathepsin D PCR-Reaktion

Bei der folgenden Quantifizierung der PCR-Produkig Hilfe des A.L.F.-DNA-
Sequenzierers wurden die Signale der in der Reaktioplifizierten Sequenzen von
Cathepsin D und GAPDH nebeneinander detektiertiiDafussten die Signale der
PCR-Produkte einen &hnlichen Grolienbereich bzwe éhlmliche Peakhthe haben,
weshalb der Cyb5-fluoreszenz-markierte Cathepsinnid-Primer probenspezifisch mit
unmarkiertem Fwd-Primer verdinnt werden musste. Basmald der Verdinnung
konnte aus dem Agarosegel der Multiplex-PCR abg#zgthverden und lag bei einem
Verhaltnis von 1:2-1:20 (markierter Primer zu unknatter Primer).

3.7.2.2Zeitabhangige Cathepsin D Expression
Die Expression von Cathepsin D wurde ermitteltifikubationszeitrdume von 0, 2, 5,

9, 14, 18 und 24 h. Neben-BSA in zwei Konzentrationen wurden die Zellen aach
vergleichenden Zwecken mit Ostradiol,Eind Tamoxifen inkubiert (Abb. 3.11). Es

stellte sich heraus, dass die Inkubation der MCEelfen mit BE-BSA zu einer zeitlich
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abhangigen Erh6hung der Cathepsin D Expressiontefiltlie teilweise sogar die
Expression der Elnkubation (iberstieg (Abb. 3.11,BSA 10°M, 14 und 18h). Dies
legt den Schluss nahe, dass sich in deiB&A-Losung bereits zu Beginn der
Inkubation ausreichend dissoziiertes Ostradiol mefdzw. dass es wahrend der
Inkubationszeit zur fortlaufenden Abldsung des @ty gekommen sein muss. Nur so
ist ein Anstieg der Cathepsin D Expression zu eekiazHatte sich kein freies Ostradiol
in der B-BSA Losung befunden, so sollte man einen zegiickerlauf der Expression
erwarten wie er bei Tamoxifen zu beobachten war.hMfid des beobachteten
Zeitraums pendelt die relative Expression von Tafeaxbehandelten Zellen nahe
derer unbehandelter Zellen (Oh, Rel.Expression=1).
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Abb. 3.11:Zeitlicher Verlauf der mRNA-Expression van Cathepsin D nach Inkubation von MCF-7-
Zellen mit E,-BSA, E, und Tamoxifen fiir einen Zeitraum von O bis 24h. D@ relative
Cathepsin D Expression der verschiedenen Zeitwerteum Referenzgen GAPDH wurde
jeweils normiert auf die relative Expression von Zben, die nicht mit einem Stimulanz
inkubiert wurden (Oh-Wert).

Die Inkubation der Zellen mit Ostradiol zeigte einggleichmaRigen, zeitlich
ansteigenden Verlauf der Cathepsin D ExpressionGiptelwerten zwischen 14 und
18h nach Inkubationsbeginn und einer etwa verdogpeExpression. Dies stellt
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zugleich auf anschauliche Weise die klassische gaahe Wirkung von Ostradiol dar,
die sich Uber die Aktivierung und anschlielende n3kaption/Translation

ostrogenspezifischer Gene entfaltet.

3.7.3 Nachweis der Membranbindung von Ostradiol in MCF-7Zellen
mittels konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Die auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckglaschengasaten MCF-7 Zellen wurden
mit E,-BSA-FITC und den ER Antikdérpern MC-20 und H-184 inkubiert.
Anschlieend wurden die Zellen auf einem Objek#radixiert, um mogliche
Bindungsstellen per Analyse am konfokalen Lasen@iog Mikroskop nachzuweisen.

A E,-BSA-FITC B E,-BSA-FITC + E, (x50) C E,-BSA-FITC + BSA (x100)

D ERa (MC-20) + sek. FITC-AK  E  ERa (H-184) + sek. FITC-AK  E sek. FITC-AK

Abb.3.12:Konfokale Laser Scanning Mikroskopie (CLSM. (A-C) Oberflachenbindung des
Konjugates E,-BSA-FITC (1,5x10°M) nach 1h Inkubation von MCF-7 Zellen.
Kompetitive Inkubation mit einem Uberschuss von & (x50) (B) und BSA (x100) (C). (D-
F) Anfarbung des Ostrogenrezeptors ER in permeabilisierten MCF-7 Zellen. 1h
Inkubation mit den ERa-Antikérpern MC-20 (D) und H-184 (E) (1:50) sowie
Kontrollinkubation mit dem sek. FITC-Antikoérper (F) (1:320).

Die Inkubation von MCF-7 Zellen fiir 1h mit dem Kagpt B-BSA-FITC (1,5x10M)
zeigte im Laser Scanning Mikroskop (CLSM) bei einéeil der Zellen eine Anfarbung
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der Zelloberflache (Abb.3.12, A) wahrend eine Binglum Zellinneren nicht detektiert
werden konnte. Dies weist darauf hin, dass dasugantjaufgrund seiner Gréf3e nicht in
die Zellen eindringen konnte. Die kompetitive Inktibn mit einem 50fachen
Uberschuss von £ (Abb.3.12, B) konnte das Fluoreszenzsignal wejtdstnd
verdrdngen wahrend die Membranfarbung bei einemaétziishen 100fachen
Uberschuss von BSA (Abb.3.12, C) groRtenteils lezhablieb. Dies weist auf eine
spezifische Bindung an der Membran hin, belegtgadaicht ob das Konjugat an den

klassischen ER oder andere Bindungspartner geburaten

Des Weiteren wurden die Zellen mit Antikorpern gegelen Kklassischen
Ostrogenrezeptor ER(MC-20/H-184) (Verdiinnung 1:50) in Kombination neiinem
sekundaren FITC-Antikorper (1:320) inkubiert. Imggasatz zu £EBSA-FITC konnten
mit den Antikdrpern keine Membranbindungsstellenirgakten Zellen nachgewiesen
werden. Die Permeabilisierung der Zellen ermégéidlie Detektion des intrazellularen
ERa. CLSM zeigte bei beiden Antikdrpern eine deutlichieazellulare Anfarbung des
ERa (Abb.3.12, D/E), wobei der Zellkern ausgesparelnlida er fur Antikdrper
unzugéanglich ist. Die Kontrollinkubation mit demksadaren FITC-Antikorper allein
(Abb.3.12, F) ergab keine Fluoreszenzsignale, wakegh dass die detektierte

Fluoreszenz auf der Bindung der &R rstantikorper beruht.

3.8 Stabile retrovirale Transfektion des Ostrogenrezeprs in
MCF-7 Zellen

Fur die Entfaltung der schnellen nichtgenomischeinkivigen von Ostradiol ist ein
kleiner Anteil der Ostrogenrezeptoren verantwdntliDieser ist an der Zellmembran
lokalisiert und macht einen Anteil an der Gesamti@gnrezeptormenge aus, der
wahrscheinlich im einstelligen Prozentbereich liégh der Frage nachzugehen, ob die
absolute Menge des ER an der Zellmembran eine Akigmg auf die Stimulierbarkeit
der MAPK in Abhéangigkeit von Ehat, liegt es nahe, die Menge an ER kunstlich zu
erhohen. Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien MD#-231 (ER negativ) und
MCF-7 (ER positiv) mit dem retroviralen Expressoektor ER-S11IN transfiziert,

um eine stabile erhohte Expression des ER in déarZeu erreichen.



3 ERGEBNISSE 76

3.8.1 Klonierung des ERx in den retroviralen Vektor S11IN

Als Ausgangsmaterial fur die Klonierung lag die iesdnde Sequenz des &R1788
bp) im Expressionsplasmid pcDNA3.1- (5432 bp) gemannt pER (7248 bp). Dieses
Expressionsplasmid fand wahrend der Doktorarbeitn T. Flototto Anwendung und
stand fur weitere Experimente freundlicherweise Yerfigung (Plasmidkarten im
Anhang). Es lagen allerdings keine exakten Angalmenwie genau die ER Sequenz
in den Vektor pcDNA3.1- kloniert wurde. Die Diffeve zwischen pcDNA 3.1- und
pERa betragt 1816 bp, was zur codierenderoElRequenz eine Abweichung von 28 bp

darstellt.

Deshalb wurden spezielle Primer kreiert, die fus & und das 3'-Ende des BER
codieren, um die codierende Sequenz (1788bp) aus déektor pERX
herauszuamplifizieren. Als Uberhang erhielten ded#rimer die Erkennungssequenz
fur EcoRl und der Rev-Primer fur BamHI. Dies sindie d beiden
Restriktionsschnittstellen, mit denen diedBequenz spater in den retroviralen Vektor
S11IN kloniert werden sollte. Nach erfolgreicher plifikation der ERx-Sequenz aus
dem Vektor pER erfolgte als nachster Schritt die Ligation der iecghden ER-
Sequenz in den retroviralen Vektor S11IN als RiakgDies geschah mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI vor die IRE&Sdes Vektors. Der
problematischste Schritt war die erfolgreiche Tfammsation des Expressionsvektors in
E.coli-Zellen, um die Plasmid-DNA zu amplifizieren. Zuh&t wurde versucht den
Vektor Uber Elektroporation in dieE.coli-Zellen (DH%) einzubringen. Nach
zahlreichen Versuchen, konnten aber keine positiktone aus den ausplattierten
transformierten Zellen gewonnen werden, was UberstrlRBonsverdau nach
Plasmidpraparation der erhaltenen Bakterienkolomenittelt wurde. Den erhofften
Erfolg erbrachte schlie3lich die TransformationHreoli-Zellen (SURE) mittels der
CaCh-Methode. Auf diese Weise konnten 4 Klone idenifit werden, die nach
Restriktionsverdau der praparierten Plasmide md Rt und Bam HI im Agarosegel
Fragmentgrof3en von 5,8 kb (S11IN) und 1,8 kb (ERaufwiesen. Bevor das
Expressionsplasmid in die Zelllinien transfizierenden konnte, musste sichergestellt
werden, dass die klonierte Sequenz des Insert0@% Ider Sequenz des E&RGens

entsprach und kein Basenaustausch oder Amplifikatehler stattgefunden hatte. Zu
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diesem Zweck wurden die Inserts aus den klonidPlasmiden herausamplifiziert und
diese Produkte mit denselben PrimernoERcoRI-Fwd und ER-BamHI-Rev vom 5'-
und 3-Ende her sequenziert. Um auch den mittleRaereich des ER-Gens
abzudecken wurde =zusatzlich noch ein Reverse-Priragigesetzt, der die
Sequenzierung ab der Position 1288 des Gens echtglEiner der genannten 4 Klone
wurde zur retroviralen Transfektion ausgewahlt, da die eindeutigsten
Sequenzierergebnisse lieferte und nach Sequenadbgkine Basenfehler aufwies. Die

Transfektion wurde wie in Material und Methodendbegben durchgefihrt.

3.8.2 E»-Stimulation ER-transfizierter Zellen

Es wurden zwei Zelllinien mit dem BRretroviral transfiziert. Zum einen die ER-
negative Zelllinie MDA-MB-231 und zum anderen di&-positive Zelllinie MCF-7.
Die Zielsetzung war, durch die Einfihrung des ERlimn ER-negative Zelllinie MDA-
MB-231 eine MAPK-Antwort durch Ostradiol zu indume und die in MCF-7
vorhandene Eabhéngige MAPK-Antwort auf Verdnderungen zu unteingn, die auf
einer veranderten Rezeptormenge basieren. MDA-MB-2dlen stellten sich bei der
Auswertung des Phosphorylierungsstatus der MAPKLRrkproblematisch dar. Die
Stimulationsansatze unterschieden sich untereimardia. unbehandelte Zellen zu
EGF- bzw. EB-Stimulationen in keiner Weise in ihrer Intensite Signalintensitaten
waren jedoch Uberaus hoch und lagen weit Gber ddeeMCF-7 Zellen. Die bereits

etablierten MCF-7 Zellen konnten bezuglich demERansfektion ausgewertet werden.

Abb. 3.13 zeigt, dass die Transfektion desoER MCF-7 Zellen mittels des
retroviralen Vektors S11IN deutlich sichtbare Vealérungen im

Phosphorylierungsstatus der MAPK Erk1/2 nach Statah mit B bewirkte. In allen

drei Transfektionsvarianten zeigte die Kontrollstlation mit dem Wachstumsfaktor
EGF eine deutliche Aktivierung der MAPK. Leervektaansfizierte (S11IN) Zellen
wiesen mit einer 9-fachen Erh6hung die hochste BGfulation auf wahrend die
beiden ERi-Transfektionsvarianten gegeniber unbehandelteterZzetine etwa 5-

6fache Aktivierung zeigten. Zellen, die einmal rvitrustiberstand infiziert worden
waren (Abb. 3.13, rote Saulen), zeigten eine 2{Bt&bdohte Aktivitdt nach 5-mindtiger
E.-Stimulation gegeniiber unbehandelten Zellen. Vehngin mit Zellen, in die nur der

Leervektor S11IN transfiziert wurde, konnte in denmit ERx transfizierten Zellen ein
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etwa verdoppelte MAPK-Aktivierung nach 5-minutigéf,-Inkubation detektiert

werden.
A S11IN ERa-S11IN (1x) ERa-S11IN (3x)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
p44 » - 4 _— P — — ERK
bR = = - ([ = — |- =— - = |p
M m em == | S S8 == ~— s === == ERK
10,00
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2 7,00 2 ( )
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<
‘4
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Abb. 3.13:Einfluss von 5-miniitiger Ostrogenstimulaibn auf die MAPK Erk1/2 in MCF-7 Zellen,
die stabil retroviral mit ER a transfiziert wurden (A) Western Blot Analyse von Zllen,
die mit Leervektor (S11IN), einmal mit Virusiberstand (ERa-S11IN (1x) und dreimal
mit Virusiberstand (ERa-S11IN (3x) transfiziert wurden. (B) Densitometrische
Auswertung der Western Blots, wobei pro Stimulatiosvariante die drei genannten
Transfektionsvarianten nebeneinander angeordnet wuden.

Es ist zu bemerken, dass Leervektor-transfiziegled (S11IN) keine nennenswerte
Aktivierung aufwiesen und in etwa auf dem Nivealbeimandelter Zellen lagen (Abb.
3.13, schwarze Saulen). Die dreifache Transfektion Virusuberstand (Abb. 3.13,
blaue Saulen) konnte keine Erhdhung der Aktivieruyggenuber der einfachen
Transfektion bewirken und zeigte nur eine sehrnggribzw. keine Erhéhung der
MAPK-AKktivitat durch Ostradiol sowohl gegeniiber @hlandelten Zellen als auch
gegenuber Leervektor-transfizierten Zellen. DieB&periment zeigt, dass eine durch
retrovirale Transfektion erzeugte Erhohung der airgtlularen Menge des

Ostrogenrezeptors BRin MCF-7 Zellen zu einer erhohten Aktivierung ddAPK
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Erk1/2 fuhrt. Diese Tatsache spricht fur die Mituing des ER bei der Weiterleitung

von schnellen membranvermittelten OstrogensignaleMAPK.
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4 DISKUSSION

In zunehmendem Mal3 wurden in der jingeren Vergdrgeminweise gesammelt,
dass Steroide ihre Wirkung nicht nur durch genoh@scsondern auch durch
nichtgenomische bzw. nichtnukleare Signalwege Baetfa(Falkensteinet al., 2000;
Lésel und Wehling, 2003; Simoncirét al., 2003). Der klassische, genomische
Signalweg wirkt normalerweise Uber die transkripélbe Regulation der Genregulation,
wahrend schnelle nichtgenomische Wirkungen sictspbelsweise im Anstieg von
intrazellularem Calcium (G4), der Modulation von cAMP sowie der Einbeziehung
weiterer Second Messenger und Proteinkinase-Sigug\viuliern (Losel und Wehling,
2003). Diese Wirkungen laufen zu schnell ab, alsdae durch Aktivierung von RNA
und Proteinsynthese erklart werden konnten. Dientémigruppe der Ostrogene mit
Ostradiol (&, 17$3-Ostradiol) als dem wichtigsten physiologischentké&ter spielt eine
spezifische Rolle in der Progression von Mamma- Bndometriumkarzionomen. Die
Interaktion von E mit der zugehorigen Familie der OstrogenrezeptdER) ist seit
mehreren Jahrzehnten ein therapeutisches Ziel ir @&shandlung von
hormonabhangigen Mammakarzinomen. Die Expressios &&R ist ein sehr
dynamischer Prozess, der eine Rolle in der Entwickl dem weiblichen
Hormonzyklus, beim Verhalten und bei der Progression endokrinen Tumoren
spielt. Wenn Mammakarzinome zunehmend invasiv weraeerden Wachstum und
Metastasierung Ublicherweise hormonunabhangig,ass dur noch 40% dieser nicht-
E.-responsiven Karzinome ER-positiv bleiben (Brunaeal., 1993). Die erfolgreiche
Behandlung dieser Karzinome mit dem Antioéstrogermd@fen (EBCTCG, 1998;
Gradishar, 2004), das in die Interaktion zwischetréyen und dem ER eingreift, hat
jedoch den gravierenden Nachteil der haufigen Ehtstg einer Resistenz wahrend des
Therapieverlaufs (Clarket al., 2003). Diese Form der endokrinen Behandlungnist i
ihrer Wirkung auf die genomische Wirkungsweise @strogene ausgerichtet, die in
der Lage sind, die Proliferation von Tumorzellenn@jologischer Malignome zu
aktivieren (Gadducciet al., 1999). Die Resistenzentwicklung hat die endokrine
Therapie mit Antidstrogenen jedoch wesentlich kawpt gemacht als man es
anfanglich vermuten konnte. Bei der Erforschung oemekularen Grundlagen der
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Resistenzentstehung sind zunehmend alternative anesshen der ZER-Wirkung in
den Mittelpunkt des Interesses geruckt, die sichwenig auf die klassische nukleare
Wirkung beziehen, sondern vielmehr auf die Intecaktdes ER und seiner Co-
Regulatoren mit Wachstumsfaktor-Signalwegen und d#araus resultierenden
nichtgenomischen Wirkungen (Gurure al., 2006). Die von der Plasmamembran
ausgehenden Wirkungen von Ostrogen wurden zwaitberer fast drei Jahrzehnten
erkannt (Pietras und Szego, 1977), aber die intensrforschung dieser Phanomene
setzte erst Jahrzehnte spater ein. Einer der ig&eilSignalwege, der zur Aktivierung
der MAPK fuhrt, wurde im Rahmen dieser Arbeit aefne Beeinflussbarkeit durch
Ostrogen und Antiostrogene naher untersucht. DiePMNi#nasen Erk1/2 regulieren die
Zellproliferation, die Differenzierung und das Uleden von Zellen und sind haufig in
Tumorzellen fehlreguliert. Zur Untersuchung diesechtgenomischen Wirkungen
eignen sich Karzinomzelllinien aus dem entspreceendKarzinomtyp als
Modellsystem. Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 vegt Gber eine intakte ER-
Transaktivierungsmaschinerie und ihre Proliferatrate kann nachweislich durch
Inkubation mit Ostradiol gesteigert werden (Edwastdal., 1981).

4.1 Etablierung und  Grundlagen  zum Nachweis
nichtgenomischer Effekte in Mammakarzinomzellen

Da die Responsivitat von MCF-7 Zellen gegenlubgeeiBe Grundvoraussetzung fur die
MAPK-Aktivierung darstellt (Migliaccioet al., 1996), wurde dies initial Uber einen
MTS-Proliferationsassay erfolgreich nachgewieséghés 3.1.3).Um nichtgenomische
Effekte in den verwendeten Mammakarzinomzellen wactbar zu machen, wurde
Wert darauf gelegt, die Zellen bis zu den Stimaladexperimenten unter Bedingungen
zu kultivieren, die die bestmogliche Aktivierbarkgjewahrleisteten. Die Datenlage
spricht zunehmend dafir, dass ein an der Membiaaiseerter Anteil des ER (mER)
als Vermittler fir nichtgenomische Antworten von t@genen verantwortlich ist
(Razandiet al., 1999; Song und Santen, 2006). Deshalb wurden Zeiéultur-
bedingungen dahingehend angepasst, dass ein makiArakil der intrazellularen ER-
Population an der Membran lokalisiert sein sollisls Leitfaden diente eine
Veroffentlichung, die die Regulation des miER Bezug auf diverse Parameter in einer

Rattenhypophysentumorzelllinie thematisierte (Caetipét al., 2002). Die erhaltenen
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Hinweise wurden als Anhaltspunkte zur experimeateDurchfiihrung in den MCF-7
Mammakarzinomzellen verwendet. Zu diesen Paramet@hit zum einen die Dichte
der ausgesaten Zellen. Die Autoren der genanntebfféatlichung konnten zeigen,
dass vermehrte Zell-Zell-Interaktionen, d.h. eine lzohe Zelldichte, einen stark
negativen Einfluss speziell auf die Menge des mamiahen ER haben. In &lteren
Untersuchungen konnte zwar eine Korrelation vordletdr Zelldichte zu erhéhter ER
Expression festgestellt werden (Gerschenstaad., 1981; Nakhleet al., 1984), jedoch
bezogen sich diese Studien ausschlie3lich auf dieazellularen ER. In den eigenen
Versuchen zur Proliferation der MCF-7 Zellen im S9&\AMTS-Assay kam es zu einem
besseren fEabhangigen Wachstum bei der geringsten Aussaasmeran 500
Zellen/Well, was die These der moglichst geringefi-Zellinteraktion unterstitzt. Ein
weiterer wichtiger Faktor in der Kultivierung, dasark herabgesetzte Angebot an
Serum (Serumhunger — ,serum starvation®), maximart Campbelkt al. (2002) nach
bereits 48h die Menge an mER. Von einer erhohteprdssion des ER bei
Serumhunger wurde schon vor langerer Zeit in ddvssgerwendeten MCF-7 Zellen
berichtet (Katzenellenbogeret al., 1987). Der Anstieg des mER Levels bei
Serumhunger liegt wahrscheinlich an chronisch hHeruegulierten Einflissen durch
Entzug verschiedener Serumkomponenten. Zu diesenpBoenten z&ahlen nicht nur
Steroide, sondern auch zahlreiche andere Regutatdezen Entzug nachweislich die
mERa-vermittelten Antworten verbessern konnte (Pambas., 1994; 1995b; Norfleet
et al., 2000; Watsoret al., 1999a). Zudem fihrt der Entzug vopig vivo (Aromatase
Knock-out Mause) zu einer erhéhten ER Expressiogaffval et al., 2000). Aus den
genannten Grinden wurde in den Tagen vor der Sionldas Charcoal-Stripped FCS
Level auf 1% gesenkt. Eine Kultivierung ohne Zugalm& FCS flhrte nicht zum
Erfolg, da die Zellen zu Grunde gingen. Aul3erdeichtig ist, dass die Zellen nicht zu
oft passagiert werden bzw. sich nicht zu lange ikardrlich in Kultur befinden. In
GH3/B6 (Rattenhypophysen-Tumor-) Zellen konnte rfaadtr eine starke Abnahme der
MERo Expression Uber einen Zeitraum von 10 Wochen retggen werden (Pappas
et al., 1995a; Campbelkt al., 2002); des Weiteren zeigte man, dass ER Trariskrip
teilweise und vielleicht vollstandig nach wiedetieol Passagierung verloren gehen
konnen (Iruela-Arispeet al., 1999). Durch die genannten Parameter sollte di®am

Expression in den verwendeten MCF-7 Zellen kurkzd®-4 Tage) moglichst stark
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angehoben werden und die Zellen in einen Zustamded@hten Sensitivitat furE
beférdern. Das Phanomen einer erhohterSénsivitat ist klinisch in wesentlich
gréReren Zeitraumen bei der Behandlung von postparsalen Frauen mit Brustkrebs
von starker Bedeutung. Tumore, die nach Ovarekttone anschlielBender Gabe eines
Aromatase-Inhibitors aufgrund des Ostrogenentzugesichst eine Regression zeigen,
beginnen haufig nach 12-18 Monaten erneut zu wachs@as ebenfalls fur eine
Variante von MCF-7 Zellen, die unter Langzeitentxog E standen, gezeigt werden
konnte (Santeret al., 2004). Die selbst untersuchten nichtgenomischifekte der
MAPK-Aktivierung spielen in dem genannten Zusamnasrth wahrscheinlich eine
wesentliche Rolle (Santestal., 2004; 2005).

Wie zuvor erwahnt werden Aromataseinhibitoren imexdolgreicher zum Entzug von
E> bzw. der Verhinderung der fSynthese in der Therapie von hormonabhangigem
Brustkrebs eingesetzt (Mokbel, 2002; Gould und Gar@006). Wahrend der
Etablierung der MAPK-Aktivierung in MCF-7 Zelleraten zunéchst Probleme in Form
einer erhéhten Basisstimulation bei unbehandeldle auf (siehe 3.2.2pa endogen
gebildetes E neben Restmengen im Charcoal-Stripped FCS alschisdir die
Basisstimulation in Frage kamen, wurden den Zellsdhrend der 3-tdgigen
Hungerphase vor der Stimulation bzw. Lyse vers@med Konzentrationen des
Aromastase-Inhibitors Formestan zugesetzt. Diemntieonlen Phosphorylierungslevel
der MAPK bei Einsatz einer ausreichenden Konzentratl0°-10°M) deutlich unter
das Niveau von Zellen ohne diesen Zusatz drickiemgsAbb. 3.3). Die erhaltenen
Resultate unter Einsatz des Aromatase-InhibitorsmEstan sprechen daflr, dass
zumindest ein Anteil der Basisstimulation aus drazellularen Neusynthese von E
wahrend der 3-tagigen Inkubation (vor Stimulation}er dstrogenfreien Bedingungen
(nur 1% Charcoal-stripped FCS, kein Phenolrot) stem kann. Ein weiterer Anteil
resultiert wahrscheinlich aus Restmengen von Osiraign Kulturmedium bzw.
Kalberserum. Auch unter Verwendung eines kommérzietrhaltlichen
aktivkohlebehandelten Produktes (FCS), das nacheleis der E-Gehaltsbestimmung
per ELISA eine geringere Restmenge freien Ostradiathielt(siehe 3.2.2.1), kénnen
Ostradiol-Restmengen nicht ganzlich ausgeschlossemien. Santeret al. (2003)
nehmen auf die Restmengen von Ostradiol in Kultdiove (Charcoal-Stripped) einen

klaren Bezug. Sie machen diese Restmengen fur miwigklung des Phanomens der
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adaptiven Hypersensivitat gegeniber erantwortlich, das bereits von mehreren
Gruppen fur Zellen und Tumore beschrieben wurdent€®a 1996; Masamuret al.,
1995; Costat al., 1999; Shinet al., 2000; Songt al., 2002). Es auldert sich darin, dass
MCF-7 Zellen (LTED Zellen, ,Long Term BDeprivation®), die unter andauerndem E
Entzug kultiviert werden, ihr Wachstum zuné&chstseslien, aber nach 3-6 Monaten
adaptiert sind und dann so schnell wie Wildtyp MCFZellen mit maximaler E
Stimulation wachsen (Santest al., 2003). Ein weiterer unerwarteter Faktor fur die
Entstehung einer erhéhten MAPK Basisstimulatiordist dstrogene Aktivitat, die aus
der Benutzung von Polystyrol-Zellkulturschalen lwegehen kann. Es konnte
demonstriert werden, dass Restmengen von dbds den Plastikkulturschalen
verschiedenster Hersteller austreten konnen, wasVdeichmachern wie p-Nonyl-
Phenol-Derivaten resultiert (Ishikaveh al., 2001; Yue, Wang, Santen, unpublizierte
Beobachtungen). Dies verdeutlicht wie komplex undéllig die Detektion der
beschriebenen Signale aufgrund nicht kalkulierbafFaktoren sein kann. Die
Basisstimulation konnte in den durchgefuhrten Venem durch die Verwendung von
kommerziellem Charcoal-Stripped FCS (Biowest) angt werden und die
Signalqualitdt mit einem anderen Zweitantikdrpeoafganti-lgG HRP, Santa Cruz)
gegen den phospho-Erk1/2-Antikérper verbessert everd

4.2 E,-vermittelte nichtgenomische MAPK-Aktivierung in
MCF-7 Zellen

Nach der aufwandigen und langwierigen Etablierurigsakonnte die Aktivierung der
MAPK Erk1/2 in der Brustkrebszelllinie MCF-7 mit igehiedenen EKonzentrationen
nachgewiesen werden. Der Nachweis erfolgte mit iBpelzen Antikdrpern gegen
Erk1/2 unter Verwendung der Western-Blot Technile Bochste Stimulation konnte in
den Versuchen mit dem Epidermal Growth Factor (E@feicht werden, der als
Positivkontrolle fir den Nachweis der MAPK-Aktivierg eingesetzt wurde. Jedoch
konnte nur die Aktivierung der Isoform Erk2 (p44érbcksichtigt werden, da Erkl
(p42) aus ungeklarten Grinden bei der Detektion deiin total-Erk1/2-Antikdrper
Signalausfalle generierte. EGF aktiviert nach Bimglan seinen Transmembranrezeptor
(EGF-Rezeptor, EGFR) den MAPK Erkl/2 Signalweg, wasederum zur
Translokation der Erk1/2 in den Zellkern fuhrt. D&influss auf die Zellproliferation
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wird im Anschluss durch die Trankriptionsaktivieguaerschiedener Onkogene wie c-
fos und c-myc erreicht, die als Induktoren von @ydD fungieren und somit den
Zyllzyklus in Gang setzen kénnen. Dieser mitogeffekE von EGF konnte im Rahmen
der durchgefiihrten MTS-Assays zum-\Eermittelten Wachstum der MCF-7 Zellen
nachgewiesen werden (siehe 3.1.3). In Abh&ngigkan jeweiligen Experiment und
dem Zustand der Zellen zeigte sich bei einer vedetm Konzentration von M E,
und einer Stimulationsdauer von 5 Minuten eine Bumy des MAPK-
Phosphorylierungsstatus um einen Faktor 3-10 gdmggninbehandelten Zellen. Der
Nachweis der schnellen ;&ermittelten MAPK-Aktivierung in der ER-positiven
Zelllinie MCF-7 wurde erstmalig von Migliacciet al. (1996) erbracht. In der
genannten Arbeit wurde die MAPK Erk2 aus Zelllysatmit einem anti-Erk-2
Antikdrper immunprazipitiert und deren AktivitatsaMiBP-Phosphorylierung gemessen
(MBP= Myelin Basic Protein, dient als Substrat Rimosphorylierungsreaktionen). Es
wurde eine Aktivierung bereits nach 2 Minuten ggizedie nach 60 Minuten wieder
den Basislevel erreichte. Ein Mal3 fur die Starke ddtivierung wurde nicht
angegeben. Die Ergebnisse einer weiteren Arbelar(fa et al., 2000) sind mit der
erzielten MAPK-Aktivierung in dieser Arbeit methedh besser zu vergleichen.
Ebenfalls mit der Western-Blot Technik wurde mit® M E, nach 5 Minuten
Stimulation eine 5-10 fache Erh6hung der MAPK-AKk&HY gemessen (dort phospho-
Erk1/2 bezogen auf total-Erk2), die nach 10 mimksgauf nur ein Viertel abnahm, was
sich mit den beschriebenen Ergebnissen deckt. 8toalg (2002) konnte ebenfalls die
Aktivierung von p44 und p42 nach Induktion mit™#® nachweisen. Die Gruppe
zeigte in ihrer Arbeit des Weiteren eine zeitabhgmdAPK-Aktivierung (0-30 min),
wobei der Peak bei einer Stimulationsdauer von 1H tag. Bei den selbst
durchgefuhrten Stimulationen hingegen lag der Pdak Aktivierung bei einer
Stimulationsdauer von 5 min wahrend eine langerinKubation zu einer wesentlich
geringeren Aktivierung fuhrte (Abb. 3.4). Die urgehiedlichen Zeitpunkte der
bestmoglichen Stimulierbarkeit der MAPK kdnnen webisdene Griinde haben. In
Frage kommen beispielsweise die Verwendung untedlather Zellkulturmedien, der
Zustand der Zellen zum Zeitpunkt der Stimulation uifgerphase), die
Kultivierungsdauer einer Zellpopulation (Passageahl) oder die Expression des ER

bzw. mER, die wie bereits beschrieben von vieléktd¥an beeinflussbar ist.
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Zur Blockierung der MAP-Kinase-Kinase MEK wurde ddEK-Inhibitor PD98059
verwendet. Dieses Kontrollexperiment sollte belegiss die Aktivierung von Erk1/2
Uber den bekannten Signalweg Ras/Raf/MEK/Erkl/Zwblund nicht tber einen
abweichenden, maoglicherweise unbekannten MAPK Adilsngsmechanismus. Es
konnte gezeigt werden, dass die Vorinkubation d&FM Zellen mit 23uM PD98059
keine anschlielRende ;&ermittelte Aktivierung von Erk1l/2 ermoéglichte under
Phosphorylierungsstatus weit unter dem ausscldtef®i-behandelter Zellen und auch
unter dem unbehandelter Zellen lag (Abb. 3.5). AdehAktivierung mit EGF wurde
durch PD98059 stark eingedammt. Trotz ahnlichemigidik zeigte die Vorbehandlung
mit PD98059 in der Arbeit von Sorgj al. (2002) keine so deutliche und auffallend
inhibitorische Wirkung. Die ausschlie3liche Behamdj mit dem MEK-Inhibitor flhrte
nicht zu einer Herabsetzung gegeniber unbehandé&tiéen und die anschliel3endg E
Stimulation erreichte ein Niveau nur wenig untebhdker alleinigen EBehandlung.
Dass die MEK-Inhibitor-Behandlung das MAPK-Phospfierungsniveau in den selbst
durchgefuhrten Versuchen weit unter das Niveau dasisstimulation der
unbehandelten Kontrollzellen bis zur Detektionsgesherabsetzte (Abb. 3.5, Bande 2
und 6), ist ein Hinweis darauf, dass die Basisgatmn auch tUber den gangigen
Ras/Raf/MEK/ERK Signalweg entstehen muss und nethvMa Uber andere zellulare

Mechanismen.
Vorstellungen lber die Signalweiterleitung zur Adgrung der MAPK durch Ostrogen

Zur Aufklarung und Erstellung von Modellen Uber wed Mechanismen und
Proteinwechselwirkungen es zur Signalweiterleitanggehend von derMBindung an
bzw. nahe der Plasmamembran bis hin zur AktivierdegMAPK kommt, wurden in
den letzten Jahren grofRe Anstrengungen unternomiEsewird angenommen, dass die
Bildung eines groRen membrannahen Proteinkomplekesgdessen Zentrum der
Ostrogenrezeptor ERsteht, eine entscheidende Rolle in der Entstelangrmittelter
nichtgenomischer Effekte in Brustkrebszellen spigltng und Santen, 2006). Dig-E
vermittelte Aktivierung vieler Signalwege wird darcdie Bildung grofRer Multi-
Proteinkomplexe reguliert, die zur nachfolgendenivierung der MAPK und AKT1
fuhren. Bezlglich der Bildung des ER-zentriertenlthtoteinkomplexes wurde von
der Einbindung zahlreicher Proteine berichtet, ale Bestandteile groRer Komplexe
interagierender Proteine fungieren. Zur Bildungsdge Multiproteinkomplexes, dem
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sogenannten ,Activating Particle®, soll zu Anfange @indung des ER an die c-Src-
Tyrosinkinase (Src) stehen (Migliacatbal., 2000; 2002; Barlettet al., 2004), worauf
die Interaktion mit weiteren Proteinen wie Shclnet al., 2002), PELP1 (Modulator
Nichtgenomischer Aktivitat des ER, auch MNAR genan{Barletta et al., 2004),
PIK3R1 (auch bekannt als p8%Jntereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase) (Simoinc
et al., 2000), Caveolinen (Razanei al., 2002) und G-Proteinen (Wyckho#t al.,
2001) folgt (Songet al., 2005). Es wurde auch der Terminus ,Signalsome*
vorgeschlagen, der die Bildung von Proteinkomplekeachreibt, die sich aus IGF1-
Rezeptor/Shcl/ER oder EGF-Rezeptor/G-Protein/Src zusammensetzensiaid in
MCF-7 Zellen als Antwort auf Eschnell bilden (Levin, 2005). Vermittelt Uber die
genannten Proteine aktiviery Hie Shcl/MAPK- und PI3-Kinase/AKT1-Signalwege,
die wahrscheinlich die Hauptverursacher der Zellfgmation und des Zelluberlebens
sind. Eine Ubersicht tiber die mdglichen Interaktiorzeigt die Abb. 4.1. Studien, die
sich mit dem Mechanismus der,-iaduzierten MAPK und AKT Aktivierung in
Brustkrebszellen beschéftigen, haben ihre Bemihungeinehmend auf die
Involvierung der klassischen Wachstumsfaktor-Rezept, wie dem EGF- und IGF1-
Rezeptor, konzentriert.,kkann demnach durch Hinzunahme bzw. Transaktiveeder
EGF- oder IGF1-Rezeptor-Signalwege, deren DownsirAdapterproteine nutzen, um
Signale zu Gbermitteln, die in der Aktivierung VBAPK und AKT minden (Kahlergt
al., 2000; Levin, 2003). Die Einbindung des EGF-Reaeptkonnte dadurch
nachgewiesen werden, dass das Ausschalten des eduiabtkils Shcl die k&
induzierte MAPK-Aktivierung blockierte (Song al., 2002). Nach wie vor besteht die
Frage warum die ER-vermittelten, nichtgenomischeiWitkungen die Bildung eines
solch groRRen Proteinkomplexes erfordern. Wenn dsst8nzen gabe, die imstande
waren diese Komplexe aufzuspalten, konnten sie deenen, die membranvermittelten
E,-Effekte zu beintrdchtigen. Da sowohl genomische alich nichtgenomische
Wirkungen Einfluss auf die Proliferation und Apogt¢ haben, konnten die
beschriebenen Proteininteraktionen therapeutischlevBnz in der Behandlung von

Ostrogenabhangigem Brustkrebs bekommen.

Kontrovers diskutiert wird weiterhin die Frage vas zur Lokalisation des klassischen
ER an der Plasmamembran kommen kann. Der klassigiRe besitzt weder

transmembranare Domanen noch intrinsische Kinader ®hosphataseaktiviat und
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auch keine Myristoylierungsstellen, um in die Membrekrutiert zu werden. Einige
Hinweise auf posttranslationale ERModifikationen konnten vor kurzem erbracht
werden, die die membrannahe Lokalisierung begiestignnten. Razanei al. (2003)
fanden heraus, dass der Serinrest 522 in der @stbogdungsdoméane des &Rin
kritischer Faktor bei der Membrantranslokation interaktion mit dem Protein
Caveolin-1 ist. Einschrdnkend war jedoch die Erkeisnh dass nach Expression einer
ERa Serin-522-Alanin Mutante in CHO-Zellen (Chinese niéter Ovary), die
Membranlokalisation und MAPK-Stimulation nicht g#ol aufgehoben werden
konnte, was schlieRen lasst, dass das Serin 522 die alleinige Basis fur die
Membranlokalisation sein kann. Caveolin-1 wurdeazuir den reversiblen Transport
des ER vom Cytosol zur Membran vorgeschlagen (Razaral., 2002) und Caveolen
wurden bereits mehrfach als Orte erwdhnt, an deSggnalwirkungen bzw.
Proteinkomplexe bevorzugt entstehen kénnen. Zudemtkn in den Caveolen und der
Zellmembran von Endothelzellen endogeneaERNd ERB- Rezeptoren von 67 und
54kDa mit Antikdrpern gegen den klassischen, nukled&Rx und ERB identifiziert
werden (Chamblisst al., 2002) Diese Arbeit gibt einen der wenigen Hinweise a@f di
Einbindung des ER in nichtgenomische Zusammenhange. Die Erkenntnisse
Razandet al. wurden kurze Zeit spater durch die Entdeckungtiiliiéen, dass der ER
durch Palmitoylierung am Cystein 447 modifiziertravi Die Modifikation durch
Palmitoylierung soll ein bestimmender Faktor sowloéil der Lokalisation des ERan
der Plasmamembran als auch der Interaktion mit @ewé& sein. Darliber hinaus soll
diese Modifikation verantwortlich sein fur dig-thduzierte Aktivierung der MAPK/Erk
und PI3K/AKT Signaltransduktionswege. Ostradiolbselsoll zur Depalmitoylierung
des ERx und seiner Dissoziation von Caveolin-1 fihren, was zur Relokation in
andere bekannte Partner-Proteinkomplexe (wie biesehn) freigeben wirde (Acconcia
et al., 2004; 2005).



4 DISKUSSION 89

GFR e E2
= :
VPN 1 R 7
GG () R .a:"lh.\‘! ({4 e 2,
o ) I CAVEOLIN-STRIATIN /777
T w! " RED
: , ¥ : ,
Signalwirkung GPR30 ‘\‘ /ER“ S @ Signalwirkung
Uber den nicht- " Raf —— Uber den
klassischen |\ @ Sre-PI3K é?’_—"ﬁ?fﬁl’ klassischen
Rezeptor \ \ Rezeptor
\
\\
\
v

\ X ERo-MTA1s
\ ‘/

e i e
@& . G
il \
\ Signalintegration

L

TF
Transkriptionsfaktoren e
ERGERx 1T

Transkription

Abb. 4.1: Modell zur derzeitigen Vorstellung der Gtrogenwirkung unter Einbeziehung der
moglichen Signalkomplexe, in die der Ostrogenrezept ER involviert sein kann. Sowohl
klassischer als auch nicht-klassischer Rezeptor s@vgenomische und nichtgenomische
Wirkungen sind berucksichtigt. (GFR, Wachstumsfaktarezeptor, TF,
Transkriptionsfaktor) (modifiziert nach Manavathi u nd Kumar, Journal of Cellular
Physiology, 2006)

4.3 Beeinflussung der E-vermittelten MAPK-Aktivierung
durch therapeutisch relevante Antiéstrogene

Der seit langem etablierte klinische Einsatz vortidstrogen in der Behandlung von
ostrogenabhéangigen Brustkrebs und postmenopau8asschwerden, basiert auf der
Blockierung des Ostrogenrezeptors als therapewischiel. Der ER Status ist daher
seit langem ein prognostischer Faktor fur die Amdverg und den Erfolg einer
endokrinen Therapie. Wahrend nur 6-10% normaler Masapithelzellen den ER
exprimieren, sind es in primaren Mammatumoren 60Bickison et al., 1988;
Jacquemieet al., 1990). Zwar sprechen zwei Drittel der fortgestthnen ER-positiven
Mammakarzinome auf eine Therapie mit Antiostrogemes Tamoxifen an, aber die
Mehrheit dieser Tumore entwickelt trotz anfanglithéAnsprechen eine Resistenz
(Harris et al., 1991). Die Grinde der Resistenzentstehung sinch nuicht gut

verstanden und Bestandteil intensiver Forschung.kitischer Faktor scheint jedoch
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der Cross-Talk zwischen dem ER und Wachstumsfa&igmalwegen zu sein (Gururaj
et al., 2006), womit die Involvierung nichtgenomischerridingen von wesentlicher
Bedeutung wird. Das bekannteste reine Antiostroffemvestrant) und die beiden
prominentesten SERMs (Tamoxifen und Raloxifen) earéuf ihre Wirkung auf die
E,-vermittelte MAPK-Aktivierung in MCF-7 Zellen untsucht.

Es gibt schnelle Ostrogeneffekte, die sensitiv sinfleine Behandlung mit dem reinen
Antiéstrogen Fulvestrant (ICI 182,780 (ICl)) wahdeandere Effekte insensitiv auf ICI
reagieren. Beispielsweise werden die MAPK-Aktiviggun Adipozyten (Dos Santos,
2002) und die Freisetzung von NO (Stickstoffmonpxds Endothelzellen (Chambliss
et al., 2000) von ICI 182,780 aufgehoben. Keinen Einflnas der Antagonist auf die
MAPK-Aktivierung in Granulozyten (Stefang al., 2000) und in Hirnzellen (Singét
al., 1999). Die Calcium-Mobilisierung in Osteoblastébe Mellay et al., 1997;
Lieberherret al., 1993) wird ebenfalls nicht von ICI beeinflussh tden MCF-7
Mammakarzinomzellen konnte im Rahmen dieser Arbitdeutlicher Effekt von ICI
182,780 (10-10%M) auf die MAPK-Aktivierung gemessen werden (siekigh. 3.6).
Die E,-vermittelte Aktivierung von Erk1/2 konnte in diesgellen durch Vorinkubation
mit ICl vollstdndig blockiert werden auf einen Ppberylierungslevel wie es
unbehandelte Zellen aufwiesen. Dies ist ein stadkesz fir die Einbindung und
Notwendigkeit des klassischen OstrogenrezeptorsvVeumittiung der B-abhangigen
MAPK-Antwort in diesem Zelltyp, da ICl im Gegensaiz SERMs keinerlei 6strogene
Wirkung besitzt, die Dimerisierung des ER verhitderd dessen Abbau férdert. Song
et al. (2002) konnten ebenfalls eine Blockierung des-v&rmittelten MAPK
Aktivierung zeigen, die aber augenscheinlich (densetrische Quantifizierung liegt
dort nicht vor) nicht so stark ausfiel und noch ttieln Gber dem Aktivierungslevel
unbehandelter Zellen lag. Migliacci al. (1996) und Improta-Breara al. (1999)
zeigten auch eine Blockierung in MCF-7 Zellen, deber aufgrund der
unterschiedlichen Methodik schlecht verglichen wer#tann. Bezlglich der alleinigen
Inkubation der Zellen mit ICI (Abb. 3.6, Bande 3dud) zeigen sich deutliche
Unterschiede zwischen dem eigenen Resultat und wenschiedenen Quellen
untereinander. Wahrend bei Soegal. (2002) 1M ICI (30 min Inkubation) keine
Veranderung zur Kontrolle zeigte, erbrachte beardib et al. eine 5-mintitige ICI-
Inkubation (mit allerdings IfM) von MCF-7 Zellen eine neunfache Erkl/2-
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Aktivierung gegenuber unbehandelten Zellen, dieasatps Signal von KEubertraf.
Diese unwahrscheinliche Aktivierung wurde aber ishicht von anderen Gruppen
verifiziert. In den eigenen Versuchen war der MARKtvierungslevel gegeniber
unbehandelten Zellen leicht erhdht (2x), lag abeit wnterhalb der E£Stimulation (5x).
Da Filardoet al. (2000; 2002a) dieses Resultat auch in der ER-ivegaiZelllinie
SKBR3 erhielten, schlossen sie daraus, dass bdildetierung der MAPK, die sie mit
E. und ICI erreichten, der ER nicht involviert istinE Vorbehandlung mit ICI und
anschlieBenderEStimulation fiihrten sie jedoch nicht durch. Sialsgen vor, dassE
G-Proteine Uber den G-Protein-gekoppelten Reze(@#R30) aktiviert, was aber
zumindest fur Brustkrebszellen entkraftet werdenrite, da Antisensenukleotide gegen
GPR30 die Evermittelte Erk1/2 Antwort nicht unterdricken kéen (Aholaet al.,
2002). Daruber hinaus wurde die gleichzeitige Alktivarkeit durch sowohlals auch
ICI als atypisch bezeichnet und in Frage gestélévipn, 2005). Dennoch hat der
alternative nicht-ER-Rezeptor GPR30 in jlingstergdagenheit als membranstandiger,
nonnuklearer Vermittler von JSignalen grof3es Interesse geweckt (Manavathi und
Kumar, 2006), obwohl sich ein Groliteil der Befuradé Beobachtungen in der BR

negativen Zelllinie SKBR-3 stltzt. Darauf wird itbdhoch néher eingegangen.

Die gleichen Inkubationsvarianten (Antiostrogereiallund in Kombination mit £
wurden auch mit den beiden SERMs Tamoxifen (TAM)d uRaloxifen (RAL)
durchgefuhrt. Beide SERMs konnten wirkungsvoll Aidivierung der MAPK Erk1/2
durch E unterbinden (Abb. 3.7 und 3.8). Nach Vorinkubatdsr MCF-7 Zellen mit
den SERMs war trotz 5-minatigemy-Btimulus der MAPK-Phosphorylierungsstatus
gegeniber unbehandelten Zellen im Falle von Raaxiverandert bzw. sogar leicht
abgesenkt und bei Tamoxifen-Inkubation war er keegshoht gegentber unbehandelten
Zellen. Die 30-minutige Blockierung des ER durcle &ERMs unterbindet somit die
schnelle Erk1/2 Aktivierung durch einen 5-minutigesStimulus, was ebenfalls ein
Indiz fur die Notwendigkeit des klassischen ER sghnellen MAPK-Aktivierung
darstellt. Die Unterschiede in der Auspragung didséibition der E-vermittelten
MAPK-Aktivierung kénnen an der unterschiedlichent Ater Bindung SERM-ER
liegen, die zu unterschiedlichen Konformationenréih (Paigeet al., 1999). Die
Bindung von Raloxifen an den ER fuhrt gegentbgrbBispielsweise zu einer stark
veranderten Position der Helix 12 in der Ligandadhngsdomoéne (Brzozowskd al.,
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1997; Pikeet al., 1999). Fur die Einbindung des ER in einen Mutitpmkomplex und
die Signalweiterleitung nahe der Plasmamembran kaies Unterschiede im

Phosphorylierungsstatus der MAPK erklaren.

Die alleinige 30-minutige Inkubation der Zellen &AM und RAL zeigte eine leicht
agonistische Wirkung auf die MAPK, die jedoch weitterhalb der Stimulation durch
E. lag. Da es sich um relative, densitometrisch beate Aktivierungswerte gegenuber
unbehandelten Zellen handelt, besteht die Méglithéass die leichte Erhéhung darauf
beruht, dass der Basislevel der unbehandeltenrZglleliesem Fall besonders niedrig
ausfiel und die darauf bezogenen Werte der andereben dementsprechend grofRer
erscheinen. Derartige Unterschiede aufgrund desliBasls der Erk1/2 fanden bereits
zuvor Erwahnung in ahnlichen Untersuchungen (Fiagd al., 2000). Eine direkt
stimulierende Wirkung von Tamoxifen auf die MAPK &her unwahrscheinlich und
wird als kontrovers angesehen, obwohl bereits eicher Bericht veroffentlicht wurde
(Duh et al., 1997). Raloxifen hingegen konnte eine schnelieyuierende Wirkung,
wie sie auch Eausubt, in Endothelzellen (HUVEC) nachgewieserdemrr Bereits nach
einer Inkubation von 5 Minuten fihrte es zur Akenting der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) (Simoncirgt al., 2002a). Es war zu diesem Zeitpunkt bereits
bekannt, dass die eNOS von Ostrogen uber den MARKAESignalweg (Cheet al.,
1999), sowie den PI3K/AKT-Signalweg (Simoncetial., 2000;Hisamotoet al., 2001;
Haynes et al., 2000) aktiviert werden kann. Die durch Simonciei al. (2002a)
nachgewiesene schnelle eNOS-Aktivierung durch Rigoxvar jedoch hemmbar durch
den MEK-Inhibitor PD98059 und das reine AntiostnogkCl 182,780, was eine
Involvierung der MAPK und eine Signalleitung tbeendER nahe legt. Daher ist es
durchaus moglich, dass es sich bei der gezeigtehtée Erhohung der MAPK-
Aktivitat nach 30-minatiger Inkubation mit RAL umine echte Stimulationswirkung
(Faktor 1,5 bis 2) handelt (Abb. 3.8, Bande 2-4umihdest bei der héchsten
eingesetzten RAL Konzentration von™M diirfte die Besetzung des ER durch RAL
bei optimalen 80-100% gelegen haben. Dieser Wertlevin MCF-7 Zellen bereits fur
die RAL Konzentrationen von 1this 10° M belegt (Wijayaratnet al., 1999).

Alle drei verwendeten Antibstrogene konnten nachrbébandlung der Zellen eine
schnelle E-vermittelte MAPK Aktivierung aufheben. Das spricstark fur die

Einbindung des klassischen ER in die nichtgenoneisbfeiterleitung von Signalen zur
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MAPK Erk1/2. Die hier gezeigte Inhibition beruhtfader antagonistischen Wirkung
der Antiostrogene auf die Eignalwirkung zur MAPK. Da SERMs im Gegensatz zu
reinen Antidstrogenen jedoch keine vollstandigedition der ER Wirkung bzw. beider
Aktivierungsfunktionen AF1 und AF2 bedingen, weisesie nicht nur eine
Gewebespezifitat auf, sondern kénnen auch im gteicell-/Gewebetyp antagonistisch
und agonistisch wirken. So kann Tamoxifen bei Bagtis auch als Agonist wirken,
was zur Entstehung der problematischen Resistdnkaamooxifen beitragen konnte. Der
bereits angesprochene Cross-Talk zwischen dem HER Mitgliedern der EGFR-
Familie insbesondere ErbB2 (HER-2) spielt dabeieeiRolle. Im Falle der
Uberexpression von ErbB2 in Brustkrebszellen (MGR@nnte gezeigt werden, das
TAM durch einen gesteigerten Crosstalk sowohl dBnas auch ErbB2 aktiviert, was
zu einer nachfolgenden Signalwirkung tGber Erk ut@KPzur Phosphorylierung des
Co-Aktivators AIB1 fuhrt (Shoet al., 2004). Die Hemmung des Rezeptor-Cross-Talks
konnte die antagonistische Wirkung von TAM wiedeshalen. Dieses Beispiel
veranschaulicht die integrative Signalwirkung var §embran zur kinaseinduzierten
Transkription, was zu tumorférdernden Wirkungen ¥strogenin vivo und sogar zur
Resistenz gegenuber SERMs beitragen konnte. DideY¥atwicklung von SERMs
konnte daher eine Zukunft in der effektiven, zieigaeten Wirkung auf bestimmte
Rezeptorpools (nukledr oder membranstandig) haben.

4.4 Der Stellenwert des membranimpermeablen Konjugates
E-BSA zum Nachweis nichtgenomischer EWirkungen

Ob der Ostrogenrezeptor die Plasmamembran durgarinkann oder eine
extrazellulare Ligandenbindungsregion enthaltumastritten. B-BSA ist ein membran-
impermeables Ostrogenkonjugat, das dazu verwendeten kann, die Wirkung von
Ostradiol auf membrannahe ERs zu untersuchen. InmRa dieser Arbeit wurde der
Einfluss von B-BSA auf die Aktivierung der MAPK Erk1/2 untersuchbd mit der
Wirkung von & verglichen. Einige Labore haben bereits die Megnhuartreten, dass
das Konjugat nicht in Zellen eindringen kann undhaagicht den nukledaren ER binden
bzw. aktivieren kann (genomische Wirkung) (Wattgral., 1997; Razandat al., 1999;
2000). Es wurde bereits zuvor von nichtgenomisdiigekten von B-BSA berichtet. In
Granulozyten fiihrt es zur Freisetzung von NO ($teé&al., 2000) und in T-Zellen zur
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Calcium-Freisetzung (Bentest al., 1998); in Adipozyten (Dos Sant@s al., 2002)
sowie Neuroblastom-Zellen (Wattessal., 1997) konnte eine Aktivierung der MAPK

mit E,-BSA nachgewiesen werden.

Die Stabilitdt des Konjugates wurde indes berettwks angezweifelt. Es wurde
berichtet, dass kommerziell hergestelltesBSA wesentlich in BSA und Edissoziiert
(Steviset al., 1999), was Filtration und einen sorgsamen Umganfigrdert. Dartber
hinaus ist bekannt, dass BSA in die Caveolen desrRamembran aufgenommen
werden kann (Tiruppatle al., 2004). Auf diese Weise kdnntg-BSA Zugang zum ER
Uber diese Plasmamembran-invaginationen bekommeth wiirde seinen rein
extrazellularen Aspekt verlieren. Fir die Verwenglum MAPK-Stimulations-
experimenten wurde-EBSA, wie es bei Stevig al. (1999) nahe gelegt wird, direkt vor
den Versuchen Uber Aufkonzentrierungsrohrchenidittr Sowohl das Konjugat
enthaltende Retentat als auch das Filtrat wurdenSamulation von MCF-7 Zellen
vergleichend mit E eingesetzt (siehe 3.7.1). Zwar erreichten die eadeten
Konzentrationen des,IlBSA Retentats annahernd das StimulationsnivealEy@tiein,
allerdings bewirkte die Inkubation mit dem Filtraine Erk1/2 Aktivierung, die nur
gering darunter lag. Der dissoziierte Anteil vos reuss demnach erheblich gewesen
sein, da er gegenuber unbehandelten Zellen eirehelfil APK-Aktivierung bewirkte.
Die Aktivierung durch das Filtrat kann nur durchssbziiertes, abfiltriertes JE
verursacht worden sein, was den Bericht von Stetve. (1999) untermauert. Somit
kann beim Einsatz von BBSA die Anwesenheit von freiem ;Eselbst nach

vorhergehender Filtration nicht ausgeschlosseneverd

Das fluoreszenzmarkierte Konjugag-BSA-FITC wurde mit MCF-7 Zellen inkubiert,
um mogliche Bindungsstellen fur Ostradiol an delirdembran sichtbar zu machen
(siehe 3.7.3). Die Auswertung Uber konfokale Lasmmeing Mikroskopie (CSLM)
zeigte keine intrazelluldare Fluoreszenz, was nabgt, |dass das Konjugat die
Zellmembran nicht durchdringen konnte. An der Zadidlache konnte in einem Teil
der Zellen eine EBSA-Bindung detektiert werden. Aufgrund der
Kompetitionsexperimente mit ;Eund BSA scheint es sich dabei tatsachlich um
spezifische Bindungsstellen fur Ostradiol zu hand@b diese direkt auRen an der
Zellmembran vorhanden sind oder nach der einsténdigkubation die Detektion

durch eine mégliche Bindung nach Internalisatio@aveolen verursacht wurde, ist aus
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diesem Befund ebenso wenig abzuleiten, wie die athts ob es sich bei den
Bindungspartnern um den klassischenaERandelt. Es konnte auch von anderen
Arbeitsgruppen der Nachweis von BindungsstellerCistradiol an der Zellmembran in
MCF-7 Zellen (Berthoist al., 1986; Tassignoset al., 1997; Taguchet al., 2004) und
anderen Zelllinien (Pappasal., 1995b; Razandit al., 1999; Russelt al., 2000) mit
dem Konjugat EBSA-FITC erbracht werden. Zur ndheren Charakiemsig der
Bindungsstellen an der Membran wurde versucht mittiklirpern gegen den
klassischen ER, Bindungsstellen auf der Oberflache von MCF-7 Zehachzuweisen.
Sowohl mit einem C-terminalen (MC-20) als auch sin&-terminalen (H-184)
Antikdrper konnte mit konfokaler Laser Scanning Migkopie an intakten Zellen
jedoch keinerlei Membranbindung detektiert werd&ach Permeabilisierung der
Zellen waren hingegen die Ostrogenrezeptoren imp@gsma mit einem starken
Fluoreszenzsignal detektierbar. Das grol3te Prodeim Versuch mit Antikérpern
Bindungsstellen fiir Ostradiol an der Zellmembrachzaweisen, ist die Tatsache, dass
es umstritten ist, ob der ER trotz fehlender Tramsranstruktur in die
Plasmamembran ein- bzw. sie durchdringen kann ondtgiberhaupt von aul3erhalb
der Zelle zugénglich ist. Andererseits ist unklahh Zellen moglicherweise doch
permeable Bereiche fur Antikdrper aufweisen odetikimper den ER bei langerer
Inkubation innerhalb von Membraneinstilpungen detedn kbnnen. Zwar berichteten
einige Autoren (Pappaset al., 1995b; Watsoret al., 1999b) von einem speziellen
Antikdrper mit dem sie den ER an der Membran von3(®8 Zellen detektieren
kénnen, es wird jedoch weiterhin kontrovers diskditauf welche Weise dies genau
maoglich ist. Die beiden in dieser Arbeit verwende#ntikorper MC-20 und H-184

waren in MCF-7 Zellen nicht in der Lage, den ERdanMembran zu detektieren.

Die Untersuchung auf mdgliche Dissoziationseffektes membranimpermeablen
Konjugates EBSA in E und BSA ist bedeutend fur die AussagekraftBSA-
induzierter Effekte. Wenn es darum geht, diese Kiffeder membrannahen
Signalweiterleitung tUber den ER zuzuordnen, mudsesgestellt werden, dass t#on
der Zellmembran ausgehend agiert und nicht ungehtinids Zellinnere erreichen kann.
Um die E-Dissoziation, die wie oben beschrieben im WesBiot-zu einer deutlichen
Aktivierung der MAPK durch das ESA Filtrat fuhrte, eingehender zu erforschen,

wurde die genomische Wirkung vop-BSA experimentell untersucht. Als Indikator fir
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die klassische Evermittelte Genaktivierung wurde der Expressicatsst des Cathepsin
D (Cath D) Gens gewahlt. Das proteolytische Enzyath@® (Aspartat-Protease) ist in
Lysosomen lokalisiert und wird in den Extrazelludém sekretiert. Es wird in MCF-7
Brustkrebszellen exprimiert und seine Sekretionchlut B-Ostradiol (&) induziert
(Morissetet al., 1986; Biegel and Safe, 1990). Die Expression @ath D steht unter
komplexer hormonaler und mitogener Kontrolle, dd-auind gewebespezifisch ist. Die
proteolytische Aktivitat von Cath D fordert die Tanmvasion und —metastasierung bei
Brustkrebs, weshalb Cath D bereits als prognostis¢hdikator fiir Rezidive und
Metastasierung vorgeschlagen wurde (Spyratosl., 1989; Westleyet al., 1996;
Rochefort, 1990). Um sich weiterzuverbreiten, Ukprinieren Tumorzellen Proteasen,
die die Invasion von Krebszellen durch Verdauung ebetrazellularen Matrix des
umgebenden gesunden Gewebes ermoglichen (Detffyl., 1992). Menschliche
Brustkrebszellen exprimieren bis zu 30fach mehrhCBt mRNA als normale
Brustzellen (Rochefort, 1990). In MCF-7 Zellen iaghrt E, einen bis zu 10fachen
Anstieg des Cath D mRNA Levels, der durch Cycloheainicht hemmbar ist, was auf
eine erhohte Transkriptionsrate hinweist (Cavaiesl., 1988). Die durch mehrere
Publikationen abgesicherte starke Anhebung des Datxpressionsstatus in MCF-7
Zellen durch E war eine geeignete Voraussetzung zur Ermittlung gégmomischen
Wirkung von B-BSA auf diese Zellen. Der mRNA Expressionsstatusde in einem
Zeitrahmen von 0 bis 24 h mittels RT-PCR ermitt®fie zu erwarten war, konnte
durch B (10° und 10* M) die relative Cath D Expression in diesem Zeitnamehr als
verdoppelt werden, was nahe legt, dastiBer seine genomische Wirkungsweise die
Transkriptionsaktivierung ausgeldst hat (Abb. 3.Eih deutlicher Unterschied war zur
Inkubation mit dem ER-Antagonisten Tamoxifen ausadnen, der sich wahrend des
gesamten Inkubationszeitrahmens um eine relativerdssion von 1 (unbehandelte
Zellen) bewegte. Tamoxifen, das partiell agonististif den ER in Brustkrebszellen
wirkt, zeigte eine weitgehend unveranderte Cath Dpré&ssion gegenuber
unbehandelten Zellen. Gegensatzliche Beobachtumgesen nach, dass Tamoxifen
eine 0Ostrogene Wirkung auf die Cath D Expressiosibie (Johnsomt al., 1989;
Maudelondeet al., 1989; Chalbost al., 1993; Dabrosiret al., 2004). Jedoch stehen
diese Befunde im Widerspruch zur Wirksamkeit vormoaifen in der klinischen
Anwendung als Adjuvanz bei 6strogenabhangigem Brelss. Des Weiteren konnte
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auch eine Induktion der Cathepsin D Expressionhdivachstumsfaktoren (IGF-1 und
EGF) (Cavalillest al., 1988; 1989; Wanet al., 2000) gezeigt werden.

Die Inkubation mit E-BSA steigerte ebenfalls die Cath D Expression, evaich ein
Verlauf sowohl unterhalb (1M E,-BSA) als oberhalb (I8M E»-BSA) der beiden
eingesetzten EKonzentrationen zeigte (Abb. 3.11). Obwohb-BESA vor dem
experimentellen Einsatz mit einem Aufkonzentriegndggrchen von potentiell
dissoziiertem Egetrennt worden war, zeigte es eine Aktivierung @ath D Gens, was
auf eine genomische Wirkungsweise hinweist. Esléshnach wahrscheinlich, dass E
in dem hier untersuchten Zeitrahmen vom Konjugdisgwoziiert und intrazellular seine
klassische, nukledre Wirkung entfaltet. Im Gegens#dzu zeigten Razandt al.
(2000), dass EBSA (nicht wie k) die Reporter-Aktivitat von Zellen stimulierte,edi
zuvor mit einen Estrogen-Responsive-Element (ERE)Herase-Reporter-Konstrukt
transfiziert worden waren, was in diesem Fall gegen Theorie der Dissoziation

spricht.

Der Vermutung, dass die gemessene erhthte CathpBegsion von EBSA auf eine
durch dissoziiertes Fherbeigefiihrte rein genomische Wirkung zuriickzuahst, sind
laut neuerer Daten folgende Argumente entgegernzersefktuelle Veroffentlichungen
weisen darauf hin, dass keine klare Abgrenzung cwis genomischen und
nichtgenomischen Wirkungen gemacht werden kanngdesonvielmehr, dass diese
Varianten der Ostrogenwirkung untrennbar miteinanderkniipft sind. So ist es
eventuell moéglich, dass eine Signalweiterleitung der Plasmamembran zum ER und
dann in den Zellkern erfolgen kann. Dieser neue ,Asngenomic-to-genomic
signaling“ bezeichnete Modus der Transkriptions{Ra&tpn wird in aktuellen
Ubersichtsartikeln zur Ostrogenwirkung behandelevih, 2005; Bjornstéorm und
Sj6berg, 2005; Manavathi und Kumar, 2006). Da zatihe Daten existieren, die eine
Verknupfung von Signaltransduktionsprozessen ahfolgende Kontrollmechanismen
der Gentranskription herstellen, sei exemplarigohgenau in diesen Zusammenhang
passendes Beispiel fur den Wachstumsfaktor EGFngenks konnte gezeigt werden,
dass membrannahes Ostrogen) (Eur Transaktivierung des EGF-Rezeptors (EGFR)
oder IGF-Rezeptors (IGFR) fuhren kann (Kahlett al., 2000; Filardo, 2002;
Keshamouniet al., 2002), was wiederum zur Aktivierung des PI3K-, AKoder

MAPK-Signalweges flihrt. Die Wachstumsfaktor-indutgeStimulation von MAPKs
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fuhrt zur direkten Phosphorylierung von &Rind ERB (Kato et al., 1995; Bunonest

al., 1996; Endohet al., 1999; Tremblayet al., 1999), was zur Modulierung der
Expression zahlreicher,#esponsiver Gene filhren kann. Spezifisch fur MicEellen
wurde bereits von einer Transkriptionsaktivierurgy €ath D Genexpression durch
Wachstumsfaktoren berichtet (Waetgal., 2000). Auf die beschriebene Weise kénnen
die nichtgenomischen Wirkungen von Ostrogen diekfonen des ER selbst verandern
und den Kklassischen Mechanismus der Wirkung erweitern. Zusammenfassend
bedeutet dies, das,BSA unter Umstanden durch Anwesenheit im Zellkultedium
auch ohne Dissoziationserscheinungen und alleirchduiknwesenheit von Ein
Membrannéahe die Expression des Zielgens Cath Dherhi&ann. Die bereits erwéhnte
maogliche Internalisierung von BSA in Caveolen (pipathi et al., 2004) wirde
Uberdies die membrannahe Préasenz vopm uhterstitzen (Dissoziation nicht
berticksichtigt). Vor dem Hintergrund aller genamnt&rgumente und Ergebnisse
ausgehend von der moglichen Dissoziation, Ubendigliche Internalisierung von,E
BSA bis hin zur Signalweiterleitung von der Membrémchtgenomisch) in den
Zellkern (genomisch) erscheint-BSA als ungeeignete Substanz, um die schnellen

Wirkungen von Ekzuverlassig untersuchen zu kdénnen.

4.5 Nichtgenomischer Einfluss der stabilen, retroviral@
Transfektion des Ostrogenrezeptors ER in Mamma-
karzinomzellen

Es wird postuliert, dass eine an der Zellmembrakalisierte Population des
Ostrogenrezeptors (ER) fiir die Weiterleitung sclenghichtgenomischer Antworten
verantwortlich ist. Diese Vorstellung basiert zumea auf immunhistochemischen
Untersuchungen des endogenen membrannahen ER (mERYGH3/B6/F10-
Hypophysentumorzellen aus Ratten unter Verwendumg Antikorpern, die gegen
verschiedene Epitope des nukledaren ER gerichtet @happaset al., 1995b). Zum
anderen konnte im gleichen Zelltyp gezeigt werdkass in Zellen, die mit einem gegen
den nukledren ER gerichteten Antisense Oligonukletiehandelt wurden, keine
Detektion des endogenen ER Proteins an der Menmbedm moglich war (Norfleedt
al., 1999). Immunhistochemische Analysen neueren Dstunmit einer Reihe von

Antikdrpern gegen verschiedene Epitope des nukieBFe scheinen ebenfalls dafir zu
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sprechen, dass der nukleédre und der membranlakédisRezeptor ein und dasselbe
Protein sind (Roperet al., 2002; Watsomt al., 2002).

Um die Beteiligung des klassischen Ostrogenrezsiomichtgenomischen Effekten in
Brustkrebszellen zu untersuchen, wurde der Ansatiolgt, den ER Uber retrovirale
Transfektion stabil in die bereits ER-positive Bkusbszelllinie MCF-7 einzubringen.
Durch die Transfektion sollte die ER Populatiordar ER-positiven Zelllinie kiinstlich
Uber das normale Mald hinaus erhoht werden. Die Harg) der Rezeptoranzahl, die
auch die membranlokalisierte Population des ERelbfetr wirde, sollte sich in einer
gesteigerten Aktivierung der MAPK Erk1l/2 &auf3ern.tséahlich konnte bei der
Inkubation von MCF-7 Zellen, die mit dem Expressiglasmid ER-S11IN 1x mit
Virusuberstand transfiziert worden waren, eine lighe Steigerung der MAPK Erk1/2
Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 3.13). Gepenidem Leervektor S11IN
bewirkte die Inkubation mit I E, fiir 5 Minuten eine Verdopplung der MAPK-
Aktivitat. Diese Erhohung der MAPK-Aktivitat war el bei den geringeren
Konzentrationen (I& und 10"M) auszumachen, jedoch zeigten Zellen, die mit
Leervektor transfiziert worden waren, dort keine RK:Aktivierung gegenuber
unbehandelten Zellen. Diese Resultate unterstideennahme, dass der klassische
ER mit nichtgenomischen Effekten, in diesem Fal S8gnalvermittiung zur MAPK
Erk1/2, assoziiert ist. Obwohl die Gesamtrezeptogeekinstlich erhéht wurde, ist
anzunehmen, dass der membrannahe Anteil fur diedherh Signalwirkung
verantwortlich ist. Fir den klassischen &RIs Vermittler von ESignalen an der
Zellmembran sprechen auch neueste massenspekismhetrDaten. Fraktionierte
membran- und kernlokalisierte ;aindende Proteine in MCF-7 Brustkrebszellen
konnten als ein und dasselbe Protein, den klassisdbstrogenrezeptor BR
identifiziert werden (Pedraret al., 2006). Die Transfektion des ER wurde bereits in
verschiedenen Zelltypen durchgefuihrt (Razaadial., 2003; Zhanget al., 2002;
Chamblisset al., 2002; Aholaet al., 2002). Dabei wurden vor allem ER-negative
Zelltypen ausgewahlt. Durch Integration des ER igsel sonst nicht durch;EBchnell
stimulierbaren Zellen, zeigte sich die Induzierlesirkschneller Effekte, was die
Notwendigkeit des ER als Vermittler schneller, mnggnomischer Wirkungen
unterstitzt. Dem Gedanken der Integration der ERdMg in ER-Null-Zellen wurde

im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls nachgegangemwlde versucht, den ERnicht
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nur in die ER-positive Zelllinie MCF-7, sondern aum die ER-negative Zelllinie

MDA-MB-231 uber retrovirale Transfektion einzubreamg um die schnell vermittelte
MAPK Aktivierung in diesen Zellen zu induzieren hzau beeinflussen. Untransfizierte
MDA-MB-231 Zellen zeigten nach 5-minitiger,-Gtimulation einen sehr hohen
Grundaktivierungslevel der MAPK, der wesentlichristd als bei MCF-7 Zellen war.

Der hohe Grad der Aktivierung ermoglichte keine édstheidung der MAPK Levels
von unbehandelten Zellen, der EGF-Kontrolle ung-SEmulationen. Da auch

unbehandelte Zellen diese hohe MAPK-Aktivierunggis, ist es mdglich, dass sich
die Zellen in einem dauerhaften Aktivierungszustamefanden und die Zugabe
zusatzlicher Stimulantien eine Erhdéhung des MAPKdphorylierungsstatus nicht
mehr detektierbar machte. Die mdgliche MAPK Daugvakung in den ER-negativen
MDA-MB-231 Zellen kann nicht durch den ER sonderassidurch einen alternativen
Rezeptor vermittelt worden sein. Die durchgefufrtansfektion der Zellen mit dem
ERa konnte daher auch keine sichtbare Veranderung haddren MAPK Levels

gegeniber den untransfizierten Zellen bewirken.

Neben dem klassischen RezeptoroEsind inzwischen eine Reihe weiterer Kandidaten
fur die Bindung von E in bzw. an der Plasmamembran in zahlreichen Agheit
vorgeschlagen worden (Song und Santen, 2006). Raklen eine verkirzte, 46kDa
gro3e Variante des ER in Endothelzellen (& al., 2003), ein einzigartiges
Membranprotein mit einer abweichenden Ligandendfin bezeichnet als ER-X, in
Neuronen (Toran-Allerandt al., 2002; Qiuet al., 2003), das Sex Steroid Binding
Protein (SBP) in Interaktion mit dem Membranprot®lagalin (Catalanat al., 1997,
Hammeset al., 2005) sowie der G-Protein-gekoppelte Rezeptor &PRhomaset al.,
2005). Letztgenannter GPR30 (Carmegti al., 1997) wurde als alternativer ER
vorgeschlagen. Eine Reaktion aufkonnte sowohl an der Plasmamembran (Filatdo
al., 2000) als auch im Endoplasmatischen RetikulumvéRkar et al., 2005)
nachgewiesen werden. Interessant ist dieser Rezdp&halb, da ihm schnelle,-E
Wirkungen auch in der in dieser Arbeit verwendetrustkrebszelllinie MCF-7
nachgewiesen werden konnten (Ahok al., 2002), sowie in Endometrium-
karzinomzellen (Vivacquet al., 2005) und Keratinozyten (Kanda und Watanabe, 004
und anfanglich vor allem in ER-negativen Zelllinien |&fdo et al., 2000; 2002;
Thomaset al., 2005; Revankaet al., 2005). Somit kbnnte GPR30 eventuell eine
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alternative Rolle der ESignalvermittlungin vivo zukommen. Bezogen auf MCF-7
Zellen wird GPR30 laut neuesten Erkenntnissen jedaine relevante Rolle fur die
schnellen Wirkungen von ;Ezugesprochen. Der Knock-down von ER mittels siRNA
fuhrte zu einem starken Ruckgang schneller Wirkangeéhrend ein 80%iges
Silencing von GPR30 die schnellen, BVirkungen in diesen Zellen nicht negativ
beeinflusste (Pedranet al., 2006). Diese Erkenntnisse unterstitzen ebenfiils
eigenen Ergebnisse, dass eine erhohte Menge ati€R;vermittelte MAPK Aktivitat

anheben kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Steroidhormon Ostrogen entfaltet nach der iklessn Lehrmeinung genomische
Wirkungen tber die Interaktion mit dem intrazelheld Ostrogenrezeptor (ER), was in einer
modifizierten Expression spezifischer Gene im Zsiik resultiert. Neuere Befunde weisen
zunehmend darauf hin, dass Ostrogene auch schmallepranvermittelte, als nichtgenomisch
bezeichnete Wirkungen innerhalb weniger Minutervbieufen kénnen. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von ddgtnen sowie Antidstrogenen auf die
nichtgenomische Aktivierung des MAPK-Signalwege8mstkrebszellen sowie der moglichen
Beteiligung des klassischen Ostrogenrezeptors &Rdiesen Wirkungen.

In allen Experimenten wurde die ER-positive ZeldiMCF-7 verwendet. Mit Hilfe des MTS-
Proliferationsassays wurden diese Zellen positi¥ @strogenresponsives Wachstum hin
getestet. Auf eine 5-minitige Stimulation mitBi@stradiol (E) sowie dem epidermalen
Wachstumsfaktor EGF als Positivkontrolle antwortethese Zellen laut Analyse per SDS-
PAGE und Western-Blot mit einer deutlichen Aktiwiag der MAPK Erk1/2. Die Aktivierung
bei langeren Stimulationen mit ,Enahm stark ab. Das Ausmaf} einer vorhandenen
Basisaktivierung der MAPK ohne Zugabe eines extel@tmulanzes konnte auf intrazellulér
gebildetes E sowie BE-Restmengen im fotalen Kalberserum des Zellkultutiomas
zurtickgefuhrt werden. Die schnelle MAPK-Aktivierudgrch & war mit dem MEK-Inhibitor
PD 98,059 vollstandig blockierbar. Die Antidstrogel©l 182,780, Tamoxifen und Raloxifen
(Blocker fur den intrazellularen ER) konnten digvEérmittelte MAPK-Aktivierung aufheben,
was fur die Notwendigkeit des klassischen ER in Wermittiung dieser membrannahen
Signalwirkung spricht.

Das membranimpermeable Konjugaj-BSA ist ein Hilfsmittel, membranvermittelte ,-£
Wirkungen zu charakterisieren. Die 5-minttige Station der Zellen mit dem Konjugat als
auch dessen Filtrat fihrte zu einer deutlichen MARivierung. Diese Aktivierung konnte
somit nicht eindeutig auf das extrazellular vorteral Konjugat zuriickgefuhrt werden und
wurde moglicherweise durch dissoziiertes &usgeldst. Eine néhere Untersuchung auf
Dissoziationseffekte wurde durch Expressionsanafgsetstrogenabhéngig exprimierten Gens
Cathepsin D mittels RT-PCR vorgenommen. Die vecpkende Inkubation der Zellen mit E
und E-BSA fur 0-24 h zeigte fur beide Substanzen eirdiéin erhdhte relative Genexpression
fur Cathepsin D. Die erhohte Cathepsin D Expresdioch E-BSA deutet auf die genomische
Wirksamkeit von dissoziiertem ,Ehin, was den Einsatz von,BSA zur Untersuchung
extrazellular ausgeloster, nichtgenomischer Effekterage stellt.

Die molekulare Struktur membrannaher bzw. intram@amérer Rezeptoren fix kSt noch nicht
ausreichend aufgeklart, jedoch konnten durch dielation von intakten MCF-7 Zellen mit
dem fluoreszenzmarkierten Konjugat,-BSA-FITC mittels konfokaler Laser Scanning
Mikroskopie (CLSM) spezifische Bindungsstellen f& an der Plasmamembran (PM)
dargestellt werden. Die Behandlung der Zellen mitilkrpern gegen den klassischencER
konnte keinen Nachweis der extrazellularen Zugéhgeit dieses Rezeptors erbringen. Eine
kiinstliche Erhohung der intrazellularen Menge dessdischen Ostrogenrezeptors cER
MCF-7 Zellen wurde durch stabile Transfektion milféleines retroviralen Expressionsvektors
erreicht. Die Transfektion der Zellen fuhrte zuegigesteigerten Aktivierung der MAPK Erk1/2
nach 5-minltiger EStimulation. Da nur der an der PM lokalisierte ERteil fur die
Weiterleitung nichtgenomischer Signale relevant ugist die durch Uberexpression des ER
hervorgerufene Veranderung auf dessen Beteiligundea schnellen, Evermittelten MAPK-
Aktivierung hin und zeigt die Beeinflussbarkeit ske Wirkungen auf.
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6 SUMMARY

According to the prevailing view, the steroid homeoestrogen unfolds genomic actions
through interaction with the intracellular estrogesceptor (ER) resulting in a modified
expression of specific genes in the nucleus. Remgdrts point out that estrogens also cause
rapid membrane-mediated so-called nongenomic sffeithin a few minutes. This study was
aimed at investigating the influences of estrogansl antiestrogens on the nongenomic
activation of the MAPK signalling pathway in breasincer cells as well as the possible
involvement of the classical estrogen receptoa ERthese actions.

The ER positive cell line MCF-7 was used in all esiments. These cells were tested positive
for estrogen responsive cell growth using the MTd8liferation assay. Cell stimulation for 5
minutes with 1B-estradiol (&) and epidermal growth factor (EGF) as a positimetiol led to a
distinct activation of MAPKs Erk1/2 in these ceflscording to SDS-PAGE and Western blot
analysis. The activation decreased strongly whiemusttion periods were extended. The degree
of a present basal MAPK activation without addiny external stimulant was ascribed to
intracellularly generated,&as well as remaining quantities of i the fetal calf serum included
in the cell culture medium. The rapid MAPK actiastimediated through,Bvas completely
blocked with the MEK inhibitor PD 98,059. Antiesgens ICI 182,780, tamoxifen and
raloxifene (intracellular ER blockers) were ablestiminate the Emediated MAPK activation.
This speaks for the necessity of the classical BRmediating these membrane-located
signalling processes.

The membrane-impermeable conjugateBSA is a helpful tool for characterizing membrane-
mediated Eactions. Cell stimulation with this conjugate awkn with its filtrate for 5 minutes
led to a distinct MAPK activation. Therefore thigigation could not be clearly ascribed to the
extracellularly located conjugate and was posshbited through dissociated,EThe effects of
dissociation were investigated more detailed vipression analysis of the estrogen-dependent
expressed gene Cathepsin D by using RT-PCR. Theaamg incubation of cells withEand
E,-BSA for 0-24 h revealed a similarly increased treéagene expression of Cathepsin D for
both substances. The increased expression of Gathepraused by EBSA indicates genomic
action of dissociated JE thus questioning the usage of-EESA in investigations aimed at
extracellularly elicited nongenomic effects.

Although the molecular structure of near- or inttembrane Ereceptors is not sufficiently
characterized the incubation of intact MCF-7 celith the fluorescent ligand ,EBSA-FITC
allowed the detection of specific surface bindiigsson the plasma membrane (PM) using
confocal laser scanning microscopy (CLSM). Thettmemt of cells with antibodies directed
against the classical ERdid not provide evidence for the extracellularessibility of these
receptors. The artificial increase of the intradelt abundance of the classical receptonER
was accomplished through stable transfection of MCgells using a retroviral expression
vector. The transfection of cells led to an inceeBBMIAPK Erk1/2 activation after 5 minute cell
stimulation with E&. Given that only the PM located fraction of ERrédevant to hongenomic
signalling, the ER overexpression-caused changes pot the involvement of ER in rapid-E
mediated MAPK activation and show the interfereoicthese effects.
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8.1 Abkiirzungen

°C Grad Celsius

UM mikromolar (umol/l)

A Adenin (in Sequenzen)

Abb. Abbildung

AF Aktivierungsfunktion

Al Aromatase-Inhibitor

AP-1 Activating protein-1

APS Ammoniumperoxodisulfat

AR Androgenrezeptor

BCA Bicinchoninic acid, Bicinchoninsaure

bp Basenpaar(e)

BSA Bovine Serum Albumin

bzgl. bezuglich

C Cytosin (in Sequenzen)

ca. circa

cAMP zyklisches Adenosin 3’, 5’, -monophosphat
cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure
CLSM Confocal Laser Scanning Microscopy
cm Zentimeter

CSFCS Charcoal-Stripped FCS (Aktivkohlebehand&l@s)
dATP Desoxyadenosintriphophat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

dH,O destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Minimum Essential Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid, Deoxyribonukeinséure
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E.coli Escherichia coli

E, Ostradiol, 1B-Estradiol

E,-BSA Ostradiol-BSA (Konjugat)
E>-BSA-FITC B-estradiol 6-(o-carboxymethyl)oxime:BSA-fluorescenthiocyanate

conjugate
ECL Enhanced chemiluminiscence
EDTA Ethylene diaminetetraacetic acid, Ethylendigtetraessigsaure
EGF Epidermal Growth Factor, Epidermaler Wachstakter
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor, Epidermal@achstumsfaktor

Rezeptor
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EGTA
ELISA
eNOS
ER
ERE
Erkl/2
et al.
FCS
FITC
g

G
GAPDH
ggf.
GPCR
GR

h

HRE
ICI
IGF
IGF-1R
IGFR
IP3
JNK
kb
kDa
kg

I

LBD

M

mA
MAPK
max.
MEK
mER
mg
min
mM
MR
MRNA
NCoR
ng

nm
NO
oD
PAGE
PBS
PCR
PFA

Ethylene glycol-big-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
enzyme-linked immunosorbent assay
endotheliale NO-Synthase

Estrogen Receptor (Ostrogenrezeptor)

estrogen responsive element

Extracellular regulated kinases 1/2 (MAR&Se)
und andere

Fetal Calf Serum, Fotales Kélberserum
Fluorescein-isothiocyanat

Gramm

Guanin (in Sequenzen)
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
gegebenenfalls

G protein-coupled receptor, G-Protein gektippRezeptor
Glucokortikoidrezeptor

hours (Stunden)

Hormone responsives Element

Pures Antiostrogen (IC1 182780)

Insulin-like growth factor

IGF1-Rezeptor

Insulin-like Growth Factor Receptor

Inositol 1, 4, 5-triphosphat

Jun N-terminale Kinase

Kilo Basenpaare (kilo basepairs)

Kilodalton

Kilogramm

Liter

Liganden-bindende Domane

molar (mol/l)

Milliampere

Mitogen-Activated Protein Kinase

maximal

MAP Kinase Kinase

membrannaher Anteil des Ostrogenrezeptors (ER)
Milligram

Minute(n)

millimolar (mmol/l)

Mineralokortikoidrezeptor

messenger RNA

nuclear receptor corepressor

Nanogramm

Nanometer

nitric oxide

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
phosphate-buffered saline, Phosphatgepuattatsung
polymerase chain reaction, Polymeraseketikhos
Paraformaldehyd
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PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PR Progesteronrrezeptor

RAL Raloxifen (verwendet als Raloxifen-Hydrochbri
RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

RTK Rezeptortyrosinkinase

RT-PCR Reverse Transkription PCR

S, sec second(s), Sekunde(n)

SAPK stress-activated protein kinase, Stress4akte Proteinkinase
SDS sodium dodecyl sulphate, Natriumdodecylsulfat
SERD Selective Estrogen Receptor Down-Regulator
SERM Selective Estrogen Receptor Modulator

T Thymin (in Sequenzen)

Tab. Tabelle

TAM Tamoxifen

TBE Tris/Borat/EDTA

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxylmethyl) aminomethan

U unit (s)

u.a. unter anderem

UuN Uber Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolettes Licht

\% Volt

wWB Western Blot

z.B. zum Beispiel

8.2 Medizinische Fachbegriffe

Angiogenese

Ductuli

Endometrium

invasiv
Karzinom
Lobulus
maligne
Mamma

Menopause

Ovar

Ovarektomie

Neubildung von Blutgefal3en
kleine Gange, Kanalchen
Gebarmutterschleimhaut
eindringend
bdsartiges Geschwulst epithelialer Hafku
Driusenlappen
bdsartig
Brust
letzte Regelblutung
Eierstock
Operative Entfernung der Eierstocke

pre-/postmenopausal vor/nach der letzten Regeltdutu

Zervix

Gebarmutterhals
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8.3 Plasmidkarten

pcDNA 3.1-
5432 bps

SV 40 poly A
Neo

ColE1

SY40 poly A

pERAIpha

1248 bps | Alphe

poly A

SV40 11 ori

Expressionsplasmide fur den Ostrogenrezeptor ER

Das ERx Gen wurde aus dem ExpressionsplasmidgpEftels PCR herausamplifiziert.

SV40: SV40 3‘untranslated Region;

Ampf-lactamase;

ColEl: ColEl Plasmid-

Replikationsursprung; f1 ori: Plasmid-Replikatiorsprung; CMV: CMV-Promotor; Neo:

Neomycin-Resistenz; ERAlpha: hERERx

Mde | 5601

Szp | 5195
PCMV LTR

Baer 11241

S11IN

5797 bp

Pml | 1404

RES Cira 111 1445

Depl206 | 2135

SFRY LTR

Retrovirales Expressionsplasmid
S11IN fur das ERx-Gen.

Das ER:t Gen wurde Uber die
Schnittstellen EcoRl und BamHI in
das Plasmid kloniert. S11IN wurde
konstruiert von Kerstin Goettsche und
freundlicherweise von der Arbeits-
gruppe von Prof. H. Hahnenberg
(Klinik far Kinder-Onkologie,
Hamatologie und Immunologie der
Heinrich-Heine-Universitat, Dussel-
dorf) zur Verfigung gestellt.

IRES: internal ribosomal entry site;
LTR: long terminal repeat; NeoR:
Neomycinresistenzgen
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