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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die héufigste Krebserkrankung der Frau. In der endokrinen
Langzeittherapie des hormonrezeptor-positiven Mammakarzinoms erleiden ca. 40 % der
Patientinnen einen Relapse aufgrund sekundér therapieresistenter Tumorherde und Metastasen.
Haufig zeichnen sich diese durch ESR/-Mutationen aus, die zu einer Kkonstitutiven,
Ostradiolunabhidngingen ERo-Aktivierung fithren. Ein frithzeitiges Screening auf ESRI-
Mutationen und somit eine rechtzeitige Therapieanpassung konnte das progressionsfreie
Uberleben solcher Patientinnen verldngern. In Vorarbeiten wurden neben bekannten ESRI-
Mutationen (z.B.: Y537S) auch bislang nicht-beschriebene Mutationen in zirkulierenden
Tumorzellen oder zirkulierender Tumor-DNA im Blut von Mammakarzinom-Patientinnen nach
endokriner Therapie identifiziert, die zur Etablierung therapieresistenter Tumorzellklone fithren
konnten. Jedoch ist nicht bekannt, inwiefern diese ESR/-Mutationen die ERa-Aktivierung
beeinflussen. Dies soll in dieser Arbeit im Uberexpressionsmodell in ERa-abhingigen MCF-7-
Mammakarzinomzellen mit einigen neuartigen ESRI-Mutationen untersucht werden. Dazu
wurden MCF-7-Zellen mit den Uberexpressionsplasmiden pCMV3 als Leervektorkontrolle,
pCMV3-ESRI als ERa-Wildtyp-Kontrolle und pCMV3-Y537S, das die aktivierende ERa-
Verdnderung der Aminoséure Tyrosin zu Serin tragt, transient transfiziert. Die ERa-Expression
wurde mittels Western blot {iber 20 Tage quantifiziert. Die FACS-Analyse erfolgte an Tag 3, 7
und 10, um den Anteil der iiberexprimierenden MCF-7-Zellen in der ersten Woche nach
Transfektion zu quantifizieren. Verschiedene Kulturbedingungen wie mit und ohne
Mediumwechsel 4 h nach Transfektion wurden getestet, um eine hohere Zellviabilitit der MCF-
7-Zellen zu garantieren. Als Positivkontrolle wurden MCF-7-LTED-Zellen eingefiihrt, die
langfristig unter Ostradiolentzug kultiviert wurden und sich mit der endogenen ESR/-Mutation
Y537S auszeichnen. Das oOstradiolunabhidngige Wachstum der MCF-7-LTED-Zellen wurde
mittels MTT-Assay verifiziert. Fiir die Etablierung der Funktionstests wurden die transfizierten
MCF-7 Y**"8 _Zellen hinzugezogen. Die transient eingefiihrte Y537S-Mutation wurde mit Western
blot und Sanger-Sequenzierung nach Kultivierung der Zellen in RPMI-Medium und Charcoal-
stripped FCS-Medium verifiziert. Im weiteren Verlauf sollten die etablierten MCF-7-Klone unter
unterschiedlichen Bedingungen, in hormonfreiem Medium und in Medien mit verschiedenen
Ostradiolkonzentrationen, analog untersucht werden. Mit qRT-PCRs wurde die ERa-Aktivitit
mittels des ERa-Zielproteins TFF1 bestimmt. Ebenfalls wurden die Effekte auf das Zellwachstum
durch das Firben der Kolonien mit Kristallviolett tiberpriift. Die Besiedlungsfliche wurde als
Surrogat fiir die Zellzahl eingesetzt.

Im Western blot wurde deutlich, dass nach Transfektion mit pCMV3-ESRI das Protein ER« in
der ersten Woche in MCF-7-Zellen iiberexprimiert wurde. An Tag 3 war die ERa-Uberexpression
am stérksten. Nach Tag 7 sank die ERa-Expression auf das endogene Niveau. Im FACS war an
Tag 3 nach Transfektion eine ERa-iiberexprimierende Zellpopulation nachweisbar, die an den
Tagen 7 und 10 verschwunden war. Die Zellen wuchsen kaum adhérent und waren zunehmend
apoptotisch, sodass die Transfektionsbedingungen optimiert wurden. Unter dem Mikroskop
wurde eine erhdhte Zellviabilitit nach einem Mediumwechsel 4 h nach Transfektion beobachtet.
Trotz Mediumwechsel wurde eine ERa-Uberexpression im Western blot und iiberexprimierende
ERa-Zellpopulationen im FACS gemessen. Im Western blot wurde in MCF-7Y>¥75-Zellen eine
ERa-Uberexpression in RPMI-Medium und Charcoal-stripped FCS-Medium verifiziert.
Darauthin wurde eine Sanger-Sequenzierung durchgefiihrt, um zu tiberpriifen, ob die Mutation
im Genom nachweisbar war und transkribiert wurde. Es zeigte sich ausschlieBlich die
Basenabfolge der Mutation (TCT) unabhingig vom Medium. In der qPCR wiesen die MCF-
7Y37S_Zellen eine Tendenz fiir eine ostradiolunabhingige TFF1-Expression auf. In der
Kristallviolettfarbung  konnte  kein  erhohtes  Koloniewachstum  in  niedrigen
Ostradiolkonzentrationen bei MCF-7"**"5_Zellen bestimmt werden. Zusammenfassend zeigte die
Transfektion mit Plasmiden, die die bekannte aktivierende Mutation enthalten, keine messbare
konstitutive Aktivitdt von ERa. Die Zellen mit liberexprimierten ESR/-Varianten sind gegeniiber
der Depletion des ERa-Liganden Ostrogen nicht resistent. Kiinftig sollten die ESRI-Varianten
stabil per CRISPR-Cas in die Zelle integriert werden.



Summary

Breast cancer is the most common cancer in women. In long-term endocrine therapy of hormone
receptor-positive breast cancer, around 40 % of patients suffer a relapse due to secondary therapy-
resistant tumour foci and metastases. These are often characterised by ESR/-mutations that lead
to constitutive, oestradiol-independent ERa activation. Early screening for ESR/-mutations and
thus timely therapy adaptation could prolong the progression-free survival of such patients. In
addition to known ESRI-mutations (e. g. Y537S), preliminary work has also identified previously
undescribed mutations in circulating tumour cells or circulating tumour DNA in the blood of
breast cancer patients following endocrine therapy, which could lead to the establishment of
therapy-resistant tumour cell clones. However, it is not known how these ESRI-mutations
influence ERa-activation.

This will be investigated in this work in the overexpression model in ERa-dependent MCF-7
mammary carcinoma cells with some novel £SR /-mutations. For this purpose, MCF-7-cells were
transiently transfected with the overexpression plasmids pCMV3 as empty vector control,
pCMV3-ESRI as ERa wild-type control and pCMV3-Y537S, which carries the activating ERa-
change of the amino acid tyrosine to serine. ERa-expression was quantified by Western blot over
20 days. FACS analysis was performed at day 3, 7 and 10 to quantify the proportion of
overexpressing MCF-7-cells in the first week after transfection. Different culture conditions such
as with and without medium change 4 h after transfection, were tested to ensure increased cell
viability of MCF-7-cells. As a positive control MCF-7-LTED-cells were introduced that were
cultured long-term under oestradiol deprivation and characterised with the endogenous ESRI-
mutation Y5378S. The oestradiol-independent growth of the cells was verified by MTT-Assay. The
transiently transfected MCF-7">*"S-cells were used to establish the functional tests. The
transiently introduced Y 537S-mutation was verified by Western blot and Sanger-Sequencing after
culturing the cells in RPMI-medium and Charcoal-stripped FCS-medium. Subsequently, the
established MCF-7 clones were to be analysed analogously under different conditions, in
hormone-free medium and in media with different oestradiol concentrations. The ERa-activity
was determined with qRT-PCRs using the ERa-target protein TFF1. The effects on cell growth
were also examined by staining the colonies with crystal violet. The colonisation area was used
as a surrogate for the cell number.

Western blot analysis revealed that after transfection with pCMV3-ESR] the ERa-protein was
overexpressed in MCF-7-cells during the first week. On day 3, ERa-overexpression was
strongest. After day 7, ERa-expression decreased to endogenous levels. In FACS an ERa-
overexpressing cell population was detectable on day 3 after transfection, which had disappeared
on days 7 and 10. The cells grew with low adherence and were increasingly apoptotic, so the
transfection conditions were optimised. Under the microscope, increased cell viability was
observed after a medium change after 4 h. Despite the change, ERa-overexpression was measured
in Western blot and overexpressing ERa-cell populations in FACS. In Western blot, ERa-
overexpression was verified in MCF-7">*"5-cells in RPMI-medium and Charcoal-stripped FCS-
medium. Sanger-Sequencing was then performed to verify whether the mutation was detectable
in the genome and transcribed. Only the base sequence of the mutation (TCT) was detected,
regardless of the medium. In qPCR, MCF-7Y*"5_cells had a tendency for oestradiol-independent
TFF1 expression. No increased colony growth was observed in MCF-7 Y**" cells at low oestradiol
concentrations in the crystal violet staining assay.

In summary, transfection with plasmids containing the known activating mutation did not show
any measurable constitutive activity of ERa. Cells overexpressing ESR/-variants are not resistant
to depletion of the ERa ligand oestrogen. In the future, ESR /-variants should be stably integrated
into the cell using CRISPR-Cas.
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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die hdufigste Krebserkrankung der Frau. Im Jahr 2020 sind
70.550 Neuerkrankungen erfasst worden. Unter den Neuerkrankungen sind 738 der
Betroffenen miannlich. Jede achte Frau erkrankt wihrend ihrer Lebensperiode an einem
Mammakarzinom (Koch-Institut, 2024a). Uber 18.480 Frauen verstarben im Jahr 2021
daran (Koch-Institut, 2024b). In den Industrieldndern ist das Mammakarzinom vom 35.

bis zum 55. Lebensjahr die hiufigste Todesursache (Uhl, 2023).

1.1.2 Risikofaktoren

Das Auftreten des Mammakarzinoms wird durch eine Vielzahl von Risikofaktoren
begiinstigt. Die Risikofaktoren lassen sich in nicht beeinflussbare und beeinflussbare
Risikofaktoren einteilen. Zu den nicht beeinflussbaren Faktoren zédhlen: die familidre
Belastung, hoheres Alter, Thoraxbestrahlung, friilhe Menarche und spite Menopause.
Ebenfalls wird das Risiko durch eine Nulliparitit, eine geringe Geburtenzahl oder ein
hoheres Alter bei der ersten Geburt erhoht. Unter den beeinflussbaren Risikofaktoren
werden Alkohol- und Nikotinabusus, verminderte korperliche Aktivitit, Adipositas,
Diabetes mellitus Typ II sowie die Einnahme einer Hormontherapie gezéhlt. Beispiele fiir
die Hormontherapie sind die orale Einnahme von Kontrazeptiva oder eine
Hormonersatztherapie mit Ostrogen-/Gestagenkombination bei postmenopausalen

Frauen fiir mindestens fiinf Jahre (Uhl, 2023).

1.1.3 Hereditires Mammakarzinom

Eine familidre Belastung tritt bei 30 % aller Frauen auf, was ein Hinweis fiir eine
genetische Disposition sein kann ("Interdisziplindre S3-Leitlinie fiir die Fritherkennung,
Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021; Wendt & Margolin,
2019). Jedoch ldsst sich das erblich bedingte Mammakarzinom nur in 5-10 % der Fille
nachweisen (Godet & Gilkes, 2017). Beim erblich bedingten Mammakarzinom werden
in 25 % der Fille Keimbahnmutationen in den Hochrisikogenen Breast Cancer 1 (BRCA
1) und Breast Cancer 2 (BRCA 2) nachgewiesen. Dadurch erkranken die betroffenen

Frauen etwa 20 Jahre frither als die Patientinnen mit einem sporadischen



Mammakarzinom ("Interdisziplindre S3-Leitlinie fiir die Fritherkennung, Diagnostik,
Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021). BRCA 1 und BRCA 2 sind
Tumorsuppressorgene. Sie codieren fiir Proteine, die an DNA-Reparaturvorgéngen
beteiligt sind. Zusitzlich arbeiten sie als Transkriptionsfaktoren, die die DNA-Synthese
regulieren und kontrollieren das Zellwachstum (Varol et al., 2018). Wenn die
Tumorsuppressorgene mutiert sind, teilen sich die Zellen unkontrolliert (Holinski-Feder
et al.,, 1998). Die BRCA-Mutation wird autosomal-dominant mit unvollstindiger
Penetranz an die Nachkommen vererbt (Meindl et al., 2011). Krebsdispositionssyndrome
wie das Li-Fraumeni-Syndrom begilinstigen ebenfalls das prdmenopausale
Mammakarzinom (Correa, 2016). Zugrunde liegt eine autosomal-dominant vererbbare
Mutation im  p53-Gen, die mit Brust-, Sarkom-, Leukdmie- und

Nebennierenkrebssyndromen assoziiert ist (Aedma & Kasi, 2024).

1.1.4 TNM-Klassifikation

Mithilfe der TNM-Klassifikation wird das Mammakarzinom histopathologisch eingeteilt.
Das ,,T* (Tumor) steht fiir die GroBe des Primirtumors, ,,N* (nodes) fiir die Beteiligung
der Lymphknoten und ,,M*“ flir Metastasen ("Interdisziplindre S3-Leitlinie fiir die
Fritherkennung, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021). Mit
der Klassifikation wird zusdtzlich die ResttumorgroBBe (R) und die Ausbreitung in die
Venen oder Lymphbahnen (V) beschrieben. Die Metastasierung erfolgt lymphogen und
hédmatogen. Hauptséchlich streut das Mammakarzinom in die axilliren Lymphknoten. Je
nach Tumorlokalisation ist eine Beteiligung der supraclaviculdren und retrosternalen
Lymphknoten moglich. Die hdmatogene Streuung erfolgt vor allem ins Skelettsystem
gefolgt von Leber, Lunge und Pleura. ZNS und die Ovarien sind selten betroffen (Goerke
& Valet, 2020).

1.1.5 Symptome

Symptomatisch &uBlert sich das Mammakarzinom mit einer neu aufgetretenen
Asymmetrie der Mammae, palpablen, harten, wenig verschiebbaren Knoten,
supraclaviculdr oder axillér tastbaren Lymphknoten und Galaktorrhd. Hauteinziehungen-

oder Vorwolbungen werden als Jackson-Phédnomen bezeichnet (Goerke & Valet, 2020).



1.1.6 Diagnostik

Um das Mammakarzinom zu diagnostizieren, werden die Brustquadranten sowie das
Lymphabflussgebiet inspiziert und palpiert. Bei einem auffalligen Tastbefund wird eine
Mammografie durchgefiihrt. Im Anschluss wird in der Regel eine Stanzbiopsie
angeordnet, um das Gewebe auf molekularer Ebene zu untersuchen. Ein MRT wird nur
selten verwendet. Die MRT spielt bei einem unklaren Befund oder nach Operationen bei
der Frage nach In-Brust-Rezidiven oder Narben eine Rolle (Goerke & Valet, 2020).

Die molekulare Untersuchung ist unabdingbar, um die Bosartigkeit des Tumors
abzuschitzen und um die Therapie individuell zu planen ("Interdisziplindre S3-Leitlinie
fiir die Fritherkennung, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms,"
2021). Mit Markierungsverfahren wird kontrolliert, wie hoch die Dichte von
Hormonrezeptoren auf der Brustkrebsoberflache ist. Die Brustkrebszellen gelten als
Hormonrezeptor positiv (HR+), sobald iiber 1 % der Zellen auf das Markierungsverfahren
reagieren (Hammond et al., 2010). Bei 70 % der Krebspatientinnen werden die
Brustkrebszellen positiv auf die Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und/oder Progesteron
getestet (Lim et al., 2012). Die Hormone Progesteron und Ostrogen férdern das
Wachstum HR+ Mammakarzinomzellen. Deswegen wird das Tumorwachstum durch
endokrine Therapien, die zu einem Hormonentzug fiihren, verzégert (Ascione et al.,
2024). Ebenfalls wird der HER2-Rezeptor-Status mithilfe der in-situ-Hybridisierung
bestimmt. Bei einem HER2-positivem Karzinom wird zusétzlich eine zielgerichtete Anti-
HER2-Therapie wie Trastuzumab, ein monoklonaler Antikdrper (AK) gerichtet gegen
HER2, verabreicht ("Interdisziplindre S3-Leitlinie fiir die Fritherkennung, Diagnostik,
Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021). Die HER2-Positivitét ist mit
einem erhohten Risiko fiir ein Rezidiv, einen aggressiven Verlauf und Metastasen
assoziiert, wodurch die Prognose schlechter ist als bei HER2-negativen Patientinnen
(Rouanet et al., 2014). Mithilfe des Proliferationsmarkers Ki-67 werden die
Wachstumsgeschwindigkeit und das Risiko des Tumors abgeschitzt. Dabei besteht ein
erhohtes Risiko, wenn eine Positivitit von 25 % erreicht wird. Bei histologisch
gesicherten HR+, HER2-negativen Mammakarzinomen triagt der Proliferationsmarker
Ki-67 zur Prognoseabschétzung bei und unterstiitzt die Entscheidung iiber den Einsatz
einer adjuvanten Chemotherapie. Das Risiko ist hoch, wenn mehr als 25 % positiv sind
("Interdisziplindre S3-Leitlinie fiir die Fritherkennung, Diagnostik, Therapie und

Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021). Mithilfe der molekularpathologischen



Untersuchung kann das Mammakarzinom in vier Subtypen eingeteilt werden. Es werden
Luminal A (HR+, HER2-negativ, Ki-67 niedrig), Luminal B (HR+, HER2-negativ, Ki-67
hoch), HER2 Subtyp (HER2-positiv) und triple negativ (HER2-negativ, HR-)
unterschieden (Holowaty] et al., 2016; "Interdisziplinire S3-Leitlinie fiir die

Fritherkennung, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021).

1.1.7 Endokrine Therapie bei HR+ Mammakarzinom

Die Therapie des Mammakarzinoms ist vielseitig und muss patientenabhingig
interdisziplindr diskutiert werden. Bei Patientinnen mit HR+ Tumoren wird eine
endokrine Therapie fiir mindestens flinf Jahren bevorzugt (Goerke & Valet, 2020;
"Interdisziplindre S3-Leitlinie fiir die Fritherkennung, Diagnostik, Therapie und
Nachsorge des Mammakarzinoms," 2021). Das Tumorwachstum soll reduziert werden,
indem die Signalkaskade des Ostrogenrezeptors (ER) unterbrochen wird. Es wird
entweder weniger Ostrogen produziert oder die Ostrogen/-Ostrogenrezeptor Interaktion
wird blockiert. Es gibt verschiedene Medikamentengruppen, die zu der endokrinen
Therapie gezéhlt werden. Das schematische Wirkprinzip ist in Abb.1 illustriert.
Aromatase-Inhibitoren (Als) wie Letrozol werden vor allem bei postmenopausalen
Patientinnen eingesetzt. Die Aromatase ist ein Enzym, welches die Umwandlung von
Androgenen zu Ostrogenen katalysiert. Die Als unterdriicken auf diese Weise die
Ostrogenproduktion. Bei primenopausalen Patientinnen konnen die Als nach
Ausschaltung der Ovarfunktion eingesetzt werden (Goerke & Valet, 2020). Deswegen
werden als Begleittherapie Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH)-Agonisten wie
Goserelin oder Triptorelin verschrieben. Die GnRH-Agonisten erniedrigen die
korpereigene GnRH-Ausschiittung im Hypothalamus, weshalb die lokale Ostrogen- und
Progesteronproduktion im Ovar gehemmt wird (Goerke & Valet, 2020).

Pramenopausale Patientinnen erhalten als adjuvante Erstlinientherapie Tamoxifen fiir
eine Behandlungsdauer von fiinf Jahren. Tamoxifen gehdrt zu den selektiven
Ostrogenrezeptor-Modulatoren  (SERMs). Im  Brustgewebe binden sie den
Ostrogenrezeptor kompetitiv und bilden einen inaktiven Komplex (Goerke & Valet, 2020;
Jeffreys et al., 2020).

Beim metastasierten Mammakarzinom nach erfolgloser endokriner Therapie werden die
selektive Ostrogenrezeptor-Degrader (SERDs) wie Fulvestrant verabreicht (Goerke &
Valet, 2020). SERDs binden an den Ostrogenrezeptor und kennzeichnen diesen fiir die
proteosomale Degradation (Jeffreys et al., 2020).
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Abb. 1: Wirkprinzipien der endokrinen Therapie

Androgene werden durch das Enzym Aromatase in Ostrogene umgewandelt. Ostrogene
diffundieren durch die Zellmembran und binden an den nukledren Rezeptor. Zwei Rezeptor-
Liganden-Komplexe dimerisieren und folgend wirkt das Dimer als Transkriptionsfaktor im Kern.
Als hemmen das Enzym Aromatase und somit die Umwandlung in Ostrogene. SERDs markieren
den Rezeptor fur die proteosomale Degradation. SERMs bewirken eine gewebespezifische
Modulation der Ostrogenrezeptor-Signaliibertragung. Im Brustgewebe wirkt der SERM-Rezeptor-
Komplex antagonistisch.

Legende: Als = Aromatase Inhibitor, SERMs = Selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator, SERDs =
Selektiver Ostrogenrezeptor-Degrader

Vorlage erstellt nach (Jeffreys et al., 2020)

1.2 Der Ostrogenrezeptor

Der Ostrogenrezeptor reguliert eine Vielzahl von physiologischen Prozessen. Einerseits
beeinflusst der Rezeptor den weiblichen Zyklus sowie die Schwangerschaft und Stillzeit
(Jeffreys et al., 2020). Andererseits beeinflusst der Rezeptor das vaskulére, skelettale und
neurovaskuldre System sowie die Immunabwehr (Hamilton et al., 2017).

Es sind insgesamt zwei Subtypen des Rezeptors bekannt: ERa wird durch das ESR/-Gen
kodiert, ER durch das ESR2-Gen. ESRI befindet sich auf Chromosom 6; ESR2 auf
Chromosom 14 (Jeffreys et al., 2020). ERa und ERB unterscheiden sich in der
Expression. ERa wird vor allem in Brustdriise, Gebarmutter, Gebdrmutterhals, Vagina,
Hypophyse, Leber, Hypothalamus und Knochen exprimiert. ERB wird in den Ovarien,
Lunge und Prostata exprimiert. Jedoch unterscheidet sich der strukturelle Aufbau von
ERa und ERB nicht.

Die Ostrogenrezeptoren werden in sechs funktionellen Dominen eingeteilt (Abb.2): Die

A/B-Domine entspricht der aminoterminalen Domédne (NTD), welche die



ligandenunabhéngige Transaktivierungsdomine (AF-1) beinhaltet (Grinshpun et al.,
2023). Die AF-1-Domine wird mithilfe von Wachstumsfaktoren iiber den MAP-Kinase-
Weg aktiviert (Shiau et al., 1998). Die DNA-Bindungsdomine (DBD) liegt zentral und
besteht aus zwei Zinkfingerdominen. Der Ostrogenrezeptor bindet mithilfe der DBD an
ein dstrogenresponsives DNA-Element (ERE) des Zielgens. Uber eine Scharnierregion
(hinge) sind die Ligandenbindungsdomine (LBD) und die C-terminal lokalisierte
ligandenabhédngige Transaktivierungsdomine (AF-2) mit der DBD verbunden (Arao &
Korach, 2021).

Ostrogenrezeptoren konnen auf der Plasmamembran oder im Nukleus lokalisiert sein.
Auf der Plasmamembran werden biologischen Effekte wie die Migration, Proliferation
und die Entwicklung von Zellen mithilfe von cAMP und MAPK-Modifikation direkt
beeinflusst. Im Kern beeinflusst der Rezeptor als Transkriptionsfaktor die Genexpression
(Saczko et al., 2017). Hierfiir diffundiert Ostrogen durch die Zellmembran und bindet im
Zytoplasma an den Ostrogenrezeptor ERa oder ERpB. Der Liganden-Rezeptor-Komplex
dimerisiert und wandert in den Nukleus, wo der Komplex an das Chromatin der ERE

bindet (Fuentes & Silveyra, 2019).

NTD/AF-1 DBD hinge LBD/AF-2

" — I —c

Abb. 2: Aufbau des Ostrogenrezeptors

Legende: N = NH2 terminales Ende, NTD = aminoterminale Doméne, AF-1 = N-terminale
ligandenunabhangige Transaktivierungsdomane, hinge = verbindet DBD und AF-2, DBD = DNA-
Bindungsdoméne, LBD: Ligandenbindungsdoméane, AF-2: C-terminale ligandenabhangige
Transaktivierungsdoméne, C = COOH terminales Ende

Vorlage erstellt nach (Fuentes & Silveyra, 2019)

1.3  Fliissigbiopsien

Unter Fliissigbiopsien wird die minimal-invasive Gewinnung von Korperfliissigkeiten,
insbesondere Blut oder seltener Urin, Aszites- oder Pleurafliissigkeit verstanden, um
mithilfe der Fliissigkeiten Tumormerkmale zu detektieren, zu analysieren und bereits
diagnostizierte Krebserkrankungen in Echtzeit zu {iberwachen (Nikanjam et al., 2022;
Poulet et al., 2019). Fliissigbiopsien ermoglichen eine risikoarme, molekulare Analyse
genetischer Verdnderungen, die fiir die Entwicklung einer individuell angepassten
Behandlungsstrategie entscheidend sind (Polasik et al., 2017; Poulet et al., 2019).
Hingegen erfordern Gewebebiopsien invasive chirurgische Eingriffe, weshalb serielle

Gewebenprobeanalysen ohne Weiteres nicht wiederholt durchfiihrbar sind. Die



Tumorlokalisation schriankt den Erfolg einer Gewebebiopsie ein. Zusitzlich kann eine
einzelne Gewebeprobe nicht die vollstidndige, intratumorale Heterogenitét abbilden. Aus
den Fliissigkeiten konnen zirkulierende zellfreie DNA (cfDNA), zirkulierende Tumor-
DNA (ctDNA), zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs), RNA, tumor-
gebildete Blutpléttchen (tumor educated platelets, TEPs) sowie Vesikel oder Exosome
gewonnen werden. Mithilfe der Fliissigbiopsie werden vor allem CTCs und ctDNA
analysiert (Poulet et al., 2019). Die CTCs gehen von verschiedenen Bereichen des Tumors
ins Blut iiber, sodass molekulare Informationen des gesamten Tumors erfasst werden

(Nikanjam et al., 2022).

1.3.1 CTCs

Bereits 1869 wurden die CTCs von Thomas Ashworth erstmalig als ,, cells similar to those
in the tumours were seen after death” beschrieben (Ashworth, 1869). Von dem
Primértumor oder von den Metastasen konnen sich Zellen 16sen, sodass die CTCs im Blut
oder Lymphsystem zirkulieren. Die CTCs haben eine Uberlebenszeit von ca. 1,5-2 h bis
sie vom Immunsystem eliminiert werden. Ein Teil der CTCs entgeht jedoch dieser
Immunantwort und kann so zur Metastasierung des Tumors beitragen. Abzugrenzen
hiervon sind ctDNA-Molekiile. CtDNA sind DNA-Bruchstiicke des Tumors, die durch
apoptotische Tumorzellen ins Blut, Urin oder Plasma freigesetzt werden (Gorges &
Pantel, 2016; Nikanjam et al., 2022). Die CTCs und die ctDNA werden im vendsen Blut
bei Patientinnen mit frithem oder metastasiertem Mammakarzinom detektiert. Die Anzahl
der CTCs und die Menge der ctDNA im Blut sind ein pradiktiver Marker fiir das Outcome
und das progressionsfreie Uberleben (PFS) (Polasik et al., 2017). Bei metastasiertem
Mammakarzinom wurde untersucht, dass eine CTC-Anzahl von mehr als fiinf pro 7,5 ml

Blut mit einem reduzierten Gesamtiiberleben assoziiert war (Nikanjam et al., 2022).

1.3.2 Detektion von CTCs

Das CellSearch System von Menarini wurde von der US-amerikanischen ,,Food and
Drug Administration® (FDA) als einziges System fiir den klinischen Einsatz zur
Detektion von CTCs zugelassen und trigt zudem die CE-Kennzeichnung fiir den Einsatz
in Europa. Hiermit werden die CTCs im peripheren Blut von Patientinnen mit
metastasiertem Mammakarzinom, aber auch vom metastasiertem Prostata- oder
Kolonkarzinom, gewonnen (Nikanjam et al., 2022). Um CTCs detektieren zu konnen,

wird die Expression vom Epithelzell-Adhdsionsmolekiil (EpCAM) analysiert. EpCAM



ist ein transmembranes Glykoprotein, welches bei primdren oder metastasierten
Karzinomen auf der Oberfliche iiberexprimiert wird. EpCAM reguliert die
Krebszelladhésion, die Proliferation, die Migration sowie die epitheliale-mesenchymale
Transition. Die EpCAM-Expression variiert je nach Tumortyp, weshalb beispielsweise
die CTC-Analyse nicht bei Melanomen, Sarkomen oder Lymphomen eingesetzt werden
kann. Das CellSearch System beruht auf immunomagnetischer Selektion und
immunfluoreszenter Farbung (Abb.3). Magnetische Mikropartikel, sogenannte
Ferrofluide, besitzen Antikdrper gegen EpCAM, weshalb die CTCs aus Blutzellen
selektiert werden. Im weiteren Verlauf werden die angereicherten Zellen mit
fluoreszenzgefarbten Antikorpern gegen Cytokeratin 8, 18, 19 sowie CD45 und mit dem
nukledren Farbstoff DAPI angefdarbt. CTCs zeichnen sich mit EpCAM+/Cytokeratin
8/18/19 +/ DAPI +/ CD45 - aus (Eslami et al., 2020).
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Abb. 3: CellSearch-Kriterien zur CTC-Analyse

Die CTCs werden aus den Blutproben der Patientinnen mithilfe von immunomagnetischer
Selektion und immunfluoreszenter Farbung selektiert. Zuerst wird mithilfe von Ferrofluids, die
Anti-EpCAM Antikdrper aufweisen, gescreent. Danach erfolgt eine Immunfluoreszenz fir
Cytokeratin 8, 18, 19 sowie eine DAPI-Farbung. CTCs sind demnach EpCAM +, CK+ und DAPI+.
Legende: CTC = zirkulierende Tumorzelle, EpCAM = Epithelzell-Adhdsionsmolekiil, CK =
Cytokeratin

Vorlage erstellt nach (Eslami et al., 2020)

1.4 Grenzen der endokrinen Therapie durch ESRI-Mutationen

40 % der Patientinnen entwickeln eine Resistenz gegen die endokrine Langzeittherapie
(Jeffreys et al., 2020). Es sind eine Vielzahl von moglichen Mechanismen der sekundéren
Resistenzentwicklung bekannt: eine verdnderte ERa-Expression, Amplifikationen und
Translokationen des ESR/-Gens, Aktivierungen des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges, eine
verdnderte Expression von Wachstumsfaktorrezeptoren oder Zellzyklusregulatoren, eine
Uberexpression von ERa-Koaktivatoren, eine hochregulierte Autophagie, eine epithelial-
mesenchymale Transition oder auch die Heterogenitit des Tumors (Franken et al., 2020).

Der Hauptgrund fiir eine Resistenzentwicklung sind jedoch erworbene Punktmutationen



im ESRI-Gen, die zu einer Ostrogenunabhingigen, konstitutiven Aktivierung des
Ostrogenrezeptors fithren (Harrod et al., 2017; Jeffreys et al., 2020). Die Mutationen
befinden sich vor allem in der LBD des ESR/-Gens (Franken et al., 2020). In 70 % der
Félle treten die hdufigsten ESR/-Mutationen Y537S (Tyrosin an Position 537 zu Serin)
und D538G (Asparaginsdure an Position 538 zu Glycin) auf. Diese Mutationen sind mit
einem aggressiveren Krankheitsverlauf und einer schlechteren Prognose assoziiert

(Chandarlapaty et al., 2016; Grinshpun et al., 2023).

1.4.1 Verinderungen der ERa-Struktur durch aktivierende Mutationen

Die Aktivitdit der AF-2-Domine von ERa ist ligandenabhidngig. Agonisten oder
Antagonisten binden an die LBD des Gens und induzieren dadurch eine
Konformationsdnderung in die aktive oder inaktive Form. In diesem Prozess nimmt die
Helix 12 der LBD eine entscheidende Rolle ein. Die Agonisten beeinflussen die LBD des
ERa, indem Helix 3, 4, 5 und 12 eine Liicke oder eine Bindungsoberfliche fiir das Leucin-
x-x-Leucin-Leucin-Motiv (LxxLL) des Agonisten bilden. Dadurch aktivieren die
Koaktivatoren die Transkription. Wenn SERMs als Partial-Agonist/Antagonist in der
Therapie eingesetzt werden, verdndert sich die Position der Helix 12. Das LxxLL-Motiv
des Koaktivators wird falsch ausgerichtet, weshalb die Interaktion zwischen
Koaktivatoren und ERa blockiert wird. ESR/-Mutationen wie Y537S reduzieren die
Beweglichkeit der Helix 12, sodass diese in der aktiven Form verbleibt. Dadurch zeigt

ERa eine konstitutive, ligandenunabhéngige Aktivitét (Arao & Korach, 2021).

1.4.2 Detektion von ESRI-Mutationen in CTCs unter Ostrogenentzugstherapie

In Vorarbeiten aus dem Labor der Frauenklinik (Franken et al., 2020) konnten in CTCs
von Mammakarzinom-Patientinnen nach endokriner Therapie bislang nicht beschriebene
ESRI-Mutationen detektiert werden. Hauptsichlich befinden sich die neuen Mutationen
in der LBD des ESRI-Gens. Beispiele hierfiir sind: N348S, D426E, L507F und D541Q.
In der Studie wurde zusitzlich bestdtigt, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der Ostrogenentzugstherapie (EDT) und dem Auftreten von ESRI-Mutationen vorliegt.
Um zu untersuchen, ob die neuartigen ESR/-Mutationen zur Etablierung resistenter
Tumorzellklone durch eine hormonunabhéngige Aktivierung von ER«a fiihren, sollte ein
Modell zur funktionalen Testung eingefiihrt werden. Dies wurde in der vorliegenden

Promotionsarbeit angestrebt.



1.4.3 Klinische Relevanz der ESRI-Mutation fiir die Anpassung der endokrinen
Therapie
Um die Wahrscheinlichkeit fiir eine Resistenz gegen die endokrine Therapie bei HR+
Mammakarzinomen einzuschidtzen, wurde von Paoletti und seinen Kollegen ein
Multiparameter CTC-endokrine-Therapie-Index (CTC-ETI) entwickelt, dessen klinische
Relevanz in laufenden Studien untersucht wird. Mithilfe des CellSearch Systems werden
die Indexparameter CTC-Anzahl und die Expression von ER, Bcl-2, HER2 und Ki-67
erfasst (Alix-Panabiéres & Pantel, 2021). Um die ESR/-Mutationen im metastasierten
Mammakarzinom mithilfe von Fliissigbiopsien zu analysieren, werden vor allem die
Methoden der droplet digital PCR-Technologie und das Next Generation Sequencing
(NGS) eingesetzt. Mithilfe der NGS werden hauptsdchlich groBBere Genpanels mit zuvor
unbekannten Mutationen analysiert (Liao et al., 2020).
Die klinische Relevanz der detektierten ESR/-Mutationen wurde unter anderem in der
PADA-1-Studie untersucht. In dieser randomisierten Phase-I1I-Studie wurde gepriift,
inwiefern ein rechtzeitiges Umstellen der endokrinen Therapie bei Nachweis von ESRI-
Mutationen das PFS beeinflusst. RegelméBig wurden die Blutproben der Patientinnen auf
ESRI-Mutationen analysiert, um bei Nachweis die Erstlinientherapie mit Als und
CDK4/6-Inhibitoren wie Palbociclib auf Fulvestrant (SERD) und Palbociclib
umzustellen. Es konnte gezeigt werden, dass das Risiko fiir das Fortschreiten des
Karzinoms unter Fulvestrant-Therapie deutlich geringer war und ein hoheres PFS erzielt
werden konnte . Ebenfalls wurde deutlich, dass ein verzogertes Umstellen der endokrinen
Therapie zu keinem klinischen Benefit fithrte. Zusammenfassend konnte der klinische
Nutzen einer frithzeitigen Umstellung von Als auf SERDs nachgewiesen werden, wenn
zuvor ESRI-Mutationen nachgewiesen worden sind (Bidard, Hardy-Bessard, et al.,
2022).
Mithilfe der Emerald-Studie wurde die Wirksamkeit des neuen oralen SERD Elacestrant
im Vergleich zu Fulvestrant- oder AI-Monotherapie untersucht. Die Studie priifte, ob
Elacestrant bei zuvor behandelten Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom eine
neue Therapieoption darstellt (Bidard, Kaklamani, et al., 2022). Die Ergebnisse
veranschaulichten, dass Elacestrant insbesondere bei Patientinnen mit £SR /-Mutationen,
zu einer signifikanten Verbesserung des PFS fiihrte und das Progressionsrisiko gesenkt
werden konnte (Kraus, 2022; Turner et al., 2023).
Die kiirzlich veroffentlichten Ergebnisse der Serena-6-Studie (Juni 2025) erweitern diese

Erkenntnisse. In dieser randomisierten, doppelblinden Phase-III-Studie wurden
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Patientinnen mit neu aufgetretenen ESR/-Mutationen, die zuvor mit der
Erstlinientherapie AI und CDK4/6-Inhibitor behandelt wurden, entweder auf den oralen
SERD Camizestrant in Kombination mit einem CDK4/6-Inhibitor umgestellt oder
weiterhin mit Al und CDK4/6-Inhibitor behandelt. Camizestrant zeigte eine deutlich
verbesserte Wirksamkeit, was sich in einem signifikant lingeren PFS und einer
verzogerten Verschlechterung des patientenberichteten Gesundheitszustands und der
Lebensqualitit widerspiegelte. Die Entwicklung oraler SERDs wie Camizestrant zielt
zudem darauf ab, die Bioverfligbarkeit und Wirksamkeit im Vergleich zu intramuskular
verabreichtem Fulvestrant zu verbessern, insbesondere bei ESR/-Mutationen wie Y5378,

die die Wirkung von Fulvestrant reduzieren (Bidard et al., 2025).

1.5 Das CRISPR-Cas9-System als Werkzeug zur gezielten Gen-Editierung

Die Gen-Editierung ermoglicht die gezielte Modifikation von DNA, etwa durch Deletion,
Insertion oder Austausch spezifischer Sequenzen. Auf diese Weise konnen Gene
deaktiviert oder neue genetische Merkmale eingefiihrt werden. Um somit genetische
Informationen stabil in die Zelle zu integrieren, wird héufig das CRISPR-Cas9-System
eingesetzt. Dieses zeichnet sich durch ein einfaches Design, niedrige Kosten, hohe
Effizienz und gute Reproduzierbarkeit aus und gehort daher weltweit zu den am weitesten
verbreiteten Technologien der Genom-Editierung.

Urspriinglich gehorte CRISPR-Cas zum adaptiven Immunsystem von Bakterien und
Archaeen. Es schiitzt die Wirtszelle vor fremder DNA, zum Beispiel von Viren oder
Plasmiden, indem diese in Fragmente geschnitten und als Spacer in das CRISPR-Locus
integriert werden (Rabaan et al., 2023; Xu & Li, 2020). Die Spacer werden in CRISPR-
RNA (crRNA) transkribiert. Zusitzlich wird eine transaktivierende CRISPR-RNA
(tracrRNA) transkribiert, die mit der crRNA hybridisiert und so einen funktionalen RNA-
Komplex bildet, der die Bindung an Cas9 vermittelt. Die Cas-Gene kodieren fiir die Cas-
Proteine, die eine Endonukleasefdhigkeit besitzen (Rabaan et al., 2023). Bei erneutem
Kontakt mit dem Eindringling wird dessen DNA durch die crRNA erkannt. CrRNA und
Cas-Proteine bilden dann einen Komplex, der die Fremd-DNA gezielt spaltet (Xu & Li,
2020).

Fiir die gezielte Gen-Editierung wird das System angepasst: Hierflir werden eine RNA-
geleitete Cas9-Endonuklease und eine Single-Guide-RNA (sgRNA) eingesetzt. Die
sgRNA entsteht durch die Fusion von crRNA und tracrRNA. Gemeinsam mit der Cas9-

Endonuklease bildet sie ein Cas9-Ribonukleoprotein. Cas9 erkennt die spezifische Ziel-
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DNA nur in Anwesenheit einer Protospacer-adjacent Motif-Sequenz (PAM), bindet und
spaltet danach die DNA-Sequenz. Cas9 erzeugt einen Doppelstrangbruch, der entweder
durch die homologe Rekombination (HDR) oder die nicht-homologe Endverkniipfung
repariert wird, wodurch gezielte Verdnderungen der DNA eingefiihrt werden kdnnen (Xu
& Li, 2020).

Das CRISPR-Cas9-System hat bereits klinische Relevanz erlangt und wird in der
Behandlung von verschiedenen Krebserkrankungen eingesetzt. So konnen beim
Glioblastom beispielsweise die verantwortlichen Gene NfI, Pten und Trp 53 ausgeknockt
werden (Rabaan et al., 2023).
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1.6 Ziele der Arbeit
Die Arbeitsgruppe fiir translationale Gynékoonkologie der Klinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe des Universititsklinikum Diisseldorf erforscht die Wirkung von bislang
nicht beschriebenen ESRI/-Mutationen, die bei Mammakarzinom-Patientinnen nach
endokriner Therapie detektiert wurden. Es stellt sich die Frage, ob die Mutationen zu
resistenten Tumorzellklonen durch eine hormonunabhédngige Wirkung von ERa fiihren.
In dieser Promotionsarbeit wurde angestrebt, ein Uberexpressions-Modell in der
hormonabhingigen Mammakarzinom-Zelllinie (MCF-7) zur funktionalen Testung dieser
Mutationen zu etablieren.
In diesem Kontext wurden folgende Parameter getestet und optimiert:
- Bestimmung des optimalen Zeitpunktes mit maximaler ERa-Uberexpression
nach transienter Transfektion mit einem ESR/-kodierenden Plasmid.
- Optimierung des Transfektionsprotokolls mit einem ESR/-kodierenden Plasmid
- Validierung der Effekte von einer MCF-7-Zelllinie mit endogener ESR/-Mutation
und von einer bekannten aktivierenden exogenen ESRI/-Mutation (Y537S)

mithilfe qPCR und Kristallviolettfarbung
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

Die folgenden in vitro Experimente wurden mithilfe von zwei Zelllinien durchgefiihrt.
Die erste Zelllinie war die MCF-7-Zelllinie (ATCC-Nummer: ATCC HTB-22). Die MCF-
7-Zellen spielen in der Forschung des HR+ Mammakarzinoms eine entscheidende Rolle.
Die Zellen werden hauptsachlich eingesetzt, um die erworbenen Antidstrogen-
Arzneimittelresistenzen zu untersuchen. Obwohl die MCF-7-Zellen mit einer endokrinen
Antihormontherapie behandelt werden, wird die ERa-Expression trotz Ostrogenmangel
nicht abgeschaltet. 1973 isolierte Dr. Soule, der fiir die Michigan Foundation arbeitete,
die MCF-7-Zellen aus dem Pleuraerguss einer 69-jahrigen Frau. Die MCF-7-Zellen
weisen einen Ostrogen- sowie Progesteronrezeptor auf und gehdren somit zum luminalen
Mammakarzinom-Typ. Das Zellwachstum wird signifikant von Ostradiol beeinflusst.
Unter kurzfristigem Ostrogenmangel weisen die MCF-7-Zellen eine deutlich niedrigere
Proliferationsrate auf, da innerhalb dieser Zeit keine Kompensationsreaktionen aktiviert
werden (Serban et al., 2015).

Als zweite Zelllinie wurde die MCF-7 long term estrogen deprivation (LTED) Zelllinie
hinzugezogen. Die MCF-7-Zellen wurden langfristig fiir sechs Monate unter
Ostrogenentzug in Charcoal-stripped FCS-Medium kultiviert. Dabei wurde ein Klon mit
der endogenen ESR/-Mutation Y5378 selektiert (Martin et al., 2017). Die ESR /-Mutation
fithrt zu einer konstitutiven Aktivierung von ERa, weshalb die MCF-7-LTED-Zellen ein

ostradiolunabhingiges Wachstum aufweisen (Hirao-Suzuki et al., 2020).

2.1.2 Zellkultur

Die MCF-7-Zelllinie wurde in 50, 250 und 550 ml Zellkulturflaschen in ecinem
Inkubationsschrank bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert. Das RPMI
1640 Medium mit L- Glutamin wurde mit den Zusétzen 10 % fetales Kilberserum (fetal
calf serum, FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) substituiert. Zweimal
wochentlich  wurden die MCF-7-Zellen mit Dulbecco’s Phosphatgepufferte
Kochsalzlosung (DPBS) und 10 % Trypsin gesplittet. Das Split-Verhéltnis lag zwischen

1:2-1:5 und wurde an die Wachstumsstérke und an die Konfluenz angepasst.
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Die MCF-7-LTED-Zellen wurden in 250 ml Zellkulturflaschen und im Inkubator bei 37
°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO: kultiviert. Hierfiir wurde das RPMI 1640 Medium
ohne Phenolrot verwendet. Das Medium wurde zusdtzlich mit 1 % P/S sowie 10 %
Charcoal-stripped FCS substituiert. Das Charcoal-stripped FCS-Medium weist geringere
Konzentrationen von lipophilen Verbindungen wie Wachstumsfaktoren, Hormonen und

Steroiden auf.

2.1.3 pCMV3 Plasmid fiir transiente Transfektion

Plasmide sind ringférmige, meist doppelstringige DNA-Stiicke, die sich autonom
replizieren. Abhéngig von der Kopienanzahl werden die Plasmide in high copy und low
copy Plasmide eingeteilt (Fritsche, 2016). Plasmide weisen einen charakteristischen
Aufbau auf. Sie besitzen einen Replikationsstart (origin of replication, oriC), an dem die
autonome Replikation beginnt. Resistenzgene gegen Antibiotika sind als
Selektionsmarker auf dem Plasmid vertreten. Die multiple Klonierungsstelle besteht aus
Restriktionsschnittstellen, sodass fremde DNA leicht integriert werden kann (Heinrich et
al., 2014). Das Plasmid pCMV3 wurde als Vektor fiir die transiente Transfektion
verwendet. Mithilfe der transienten Transfektion werden fremde Nukleinsduren in
eukaryotische Zellen eingeschleust (Chong et al., 2021). In den durchgefiihrten
Experimenten wurde ESR/ mit dem pCMV3 Plasmid transient in die Zellen
eingeschleust, da das Plasmid in den Vorarbeiten bereits die stéirkste ERa-Uberexpression
nach transienter Transfektion erzeugte. Das Plasmid wurde von sinobiological bezogen.

Die VektorgroBe des Plasmids betrdgt 6166 bp und weist eine Ampicillinresistenz auf.

2.1.4 Verwendetes Medium

Tabelle 1: verwendetes Medium

Medium Hersteller/Zusammensetzung | Ort

Roswell Park Memorial Gibco by Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Institute (RPMI 1X) 1640 | Scientifiic

Medium (G

RPMI 1640 Medium, ohne | Gibco by Thermo Fisher Waltham, MA, USA
Phenolrot Scientifiic

FCS Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
Charcoal-stripped FCS Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
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P/S
(Penicillin/Streptomycin)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

S.0.C Medium

Invitrogen by Thermo Fisher

Scientific

Waltham, MA, USA

LB-Medium (pH 7,0-7,5)

10 g/L Trypton

5 g/ L Hefe-Extrakt
10 g/ L NaCl

In Aqua destilliert

2.1.5 Verwendetes Material

Tabelle 2: verwendetes Material

free Gels

Material Hersteller Ort

Immun-Blot PVDF BIO-RAD Hercules, CA, USA
Membran

Mini-Protean TGX Stain- | BIO-RAD Hercules, CA, USA

Pipetten 100 pl
Pipetten 200 pl
Pipetten 1000 ul

Cellsave Menarini silicon Huntingdon Valley, PA,
Konservierungsrohrchen biosystems USA
PCR-Reaktionsgefiie Brand® Wertheim, Deutschland
0,2 ul, RNase-, DNase-,

und DNS frei

Pipetten 10 pl Starlab Hamburg, Deutschland

Stripetten 5 ml (steril)
Stripetten 10 ml (steril)
Stripetten 25 ml (steril)

Greiner Bio-One

International GmbH

Frickenhausen,

Deutschland

Safe lock Tube 1,5 ml
Safe lock Tube 2 ml:

eppendorf

Hamburg, Deutschland

Falconréhrchen 15 ml und

50 ml (steril)

Greiner Bio-One

International GmbH

Frickenhausen,

Deutschland
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6- Well Kulturplatte
96- Well Kulturplatte

CELLSTAR® Greiner
Bio-One International

GmbH

Frickenhausen,

Deutschland

FrameStar® 384-Well 4titude Wotton-under-Edge,
Platte fiir Roche Vereinigtes Konigreich
Lightcycler 480
Zellkulturflasche CELLSTAR® Greiner Frickenhausen,
- 50ml Bio-One international Deutschland
- 250 ml GmbH
- 550 ml
2.1.6 Verwendete Chemikalien
Tabelle 3: verwendete Chemikalien
Chemikalien Hersteller Ort
6x TriTrack DNA Loading | Thermo Fisher Scientifiic | Waltham, MA, USA
Dye
Agarose Sigma Aldrich St Louis, MO, USA

Bacto™ Hefe-Extrakt

BD Biosiences

Franklin Lakes, NJ, USA

Bacto™ Trypton

BD Biosiences

Franklin Lakes, NJ, USA

(EDTA)

BSA A7030-100G Sigma Aldrich St Louis, MO, USA
Calciumchlorid-2-hydrat Merck Darmstadt, Deutschland
(CaCl2 « 2 H20)

Protein Block Dako Glostrup, Dédnemark
Antibody diluent Dako Glostrup, Dédnemark
DMSO D8418- 500 ml Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA
ECL Western blotting Cytiva Amersham Amersham, Vereinigtes
detection Konigreich

Essigsdure 100% Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol VWR chemicals Radnor, PA, USA
Ethylendiamintetraessigsiure | Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
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Fluorescence Mounting Dako Glostrup, Dédnemark

Medium

Formalin Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA

GeneRuler Low Range DNA | Thermo Fisher Scientific | Waltham, MA, USA

Ladder

Glycerol Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA

Glycin VWR Chemicals Radnor, PA, USA

Human TFF1 QIAGEN Hilden, Deutschland

LOT: 201901310030

Isopropanol VWR Chemicals Radnor, PA, USA

Kristallviolett Honeywell Research Seelze, Deutschland
Chemicals

K2G Merck Darmstadt, Deutschland

Methanol VWR chemicals Radnor, PA, USA

MOPS Carl Roth Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) VWR chemicals Radnor, PA, USA

Natriumdodecylsulfat (SDS) | Merck Darmstadt, Deutschland

Nonidet® P 40 Subsitute

Honeywell Research

Seelze, Deutschland

(NP-40) Chemicals
OPTI-MEM Thermo Fisher Scientific | Waltham, MA, USA
PDH 60 antisense QIAGEN Hilden, Deutschland

Protease- und Phosphatase-

Roche diagnostics

Rotkreuz, Schweiz

Inhibitor

Rubidiumchlorid Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA
Salzsaure 25% (HCL) Merck Darmstadt, Deutschland
Tris(hydroxymethyl) VWR Chemicals Radnor, PA, USA
aminomethan (TRIS)

Triton R X-100 Merck Darmstadt, Deutschland

Trypsin Thermo Fisher Scientific | Waltham, MA, USA
Tween 20 Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA
B-Mercaptoethanol Merck Darmstadt, Deutschland
B-Ostradiol 250 mg Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA
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2.1.7 Verwendete Puffer

Tabelle 4: verwendete Puffer

1:10 verdinnt mit

destilliertem Wasser

Puffer Hersteller, Ort Zusammensetzung
Waschpuffer (10x) Dako Glostrup, 0,05 mol/l Tris HCL
Code S3006 Dénemark 0,15 mol/l NaCl

0,05 % Tween
pH Wert 7,6 (+/- 0,1)

4x Laemmli protein

Bio-RAD Hercules, CA,

62.5 mM Tris-HCl

sample Buffer USA 10 % Glycerol
1 % LDS
0.005% Bromophenol Blue
pH Wert: 6,8
900 pl Laemmli-Puffer
100 pl B-Mercaptoethanol
Dulbecco’s Phosphate Gibco by Fisher 2,7 mM KCI
Buffered Saline (1x) Scientific, Waltham, 0,901 mM CacCl,
(DPBS) MA, USA 1,47 mM KH2POg4
Ohne CaCl, 8,1 mM NaHPOq4
Ohne MgCl> 0,493 mM MgCl»
137,9 mM NaCl,
pH-Wert: 7,4
RIPA-Puffer 150 mM NacCl

0,5 % Natriumdesoxycholat
0,1 % SDS

1 % NP-40

50 mM TRIS

pH-Wert: 7,6
Protease-Inhibitor (1
Tablette pro 10 ml RIPA-
Puffer)
Protease-Inhibitor (1
Tablette pro 10 ml RIPA-
Puffer)

19




In Aqua destilliert

SDS-Laufpuffer

25 mM TRIS
192 mM Glycin
0,1 % SDS
pH-Wert: 8,3

TFB-2-Puffer

10 mM Kaliumacetat

100 mM Rubidiumchlorid
10 mM Calciumchlorid
15 % Glycerol

In Aqua destilliert
pH-Wert: 6,5

TBS-Puffer

20 mM TRIS
150 mM NacCl
0,1 % Tween 20
pH-Wert: 7,6

Blotting-Puffer

25 mM TRIS
200 mM Glycin
20 % Methanol

TAE-Puffer

40 mM TRIS
20 mM Essigsdure
1 mM EDTA
in Aqua destilliert

MTT- Losung

0,25 mg/ml MTT in
Charcoal-stripped FCS-
Medium
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2.1.8 Verwendete Antikorper

Tabelle 5: verwendete Antikorper

Antikorper

Hersteller

Ort

ERSP1-AK
LOT: 9101S1704B

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit AK
LOT: 1797971

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Ostrogenrezeptor AK
(D8HS) 8644S

Cell Signaling Technology

Danvers, MA, USA

B-Aktin sc-47778 mouse

Santa Cruz Biotechnology

Dallas, TX, USA

monoclonal IgG AK

Anti-mouse IgG HRP- Cell Signaling Technology | Danvers, MA, USA
linked AK 70768

Anti-rabbit HRP-linked Cell Signaling Technology | Danvers, MA, USA
AK #7074P2

2.1.9 Verwendete Gerite

Tabelle 6: verwendete Gerite

Gerite Hersteller Ort

Axio Observer mit Zeiss Oberkochen, Deutschland
Festkorperlichtquelle

Colibri 7

CellCelector® ALS Jena, Deutschland

Cool Thermal Shaker VWR International GmbH | Darmstadt, Deutschland
Touch 230 V

CytoFlex S Flow Beckman Coulter GmbH Brea, CA, USA
Cytometer

MACSQuant Analyzer Milentyi Biontec Bergisch Gladbach,
Flow Cytometer Deutschland
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Heracell™1501 CO»
Inkubator

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Labornetzgerit Power Pac

300

BIO-RAD

Hercules, CA, USA

LightCyler® 48011

Roche Diagnostics

Deutschland GmbH

Mannheim, Deutschland

Megafuge 16R Centrifuge

Thermo Scientific

Waltham, MA, USA

Heraeus
Mikroskop Leica DM IRB | Leica Wetzlar, Deutschland
Nanodrop 2000c PEQLAB Biotechnologie | Erlangen, Deutschland
Spectrophotometer GmbH
Neubauer Zahlkammer Paul Marienfeld GmbH Lauda-Konigshofen,
Deutschland
ROTOFIX 32A Zentrifuge | Hettich Kirchlengern, Deutschland
Schiittler SM25-B SWIP Edmund Biihler Boldeshausen,
Deutschland
SPARK® Multimode Tecan Minnedorf, Schweiz
Mikroplattenreader
Thermocycler T3 Biometra® Jena, Deutschland
Thermocycler PEQLAB Biotechnologie | Erlangen, Deutschland
GmbH
Vortexmischer VWR International GmBh | Darmstadt, Deutschland
Waage Mettler Toledo Columbus, OH, USA
Western blot: ChemiDoc BIO-RAD Hercules, CA, USA
MP Imaging System
Western blot: Mini BIO-RAD Hercules, CA, USA

PROTEAN Tetra Cell
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2.1.10 Mikroorganismen/Plasmid

Tabelle 7: Mikroorganismen/Plasmid

Mikroorganismen/Plasmid

Hersteller

Ort

One Shot™ TOP10
Chemically Competent
Cells

Invitrogen by

Thermofisher Scientific

Waltham, MA, USA

pCMV3-untagged 6166bp | sinobiological Beijing, China
2.1.11 Verwendete Kits
Tabelle 8: verwendete Kits
Kits Hersteller Ort
Omniscript ® RT Kit QIAGEN GmbH Hilden, Deutschland
(200)
RNeasy Mini Kit (50) QIAGEN GmbH Hilden, Deutschland
Transfektion Kit Invitrogen by Thermo Waltham, MA, USA
Fisher Scientific
Pierce TMA BCA Protein | Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
Assay Kit
QIAamp DNA Mini Kit QIAGEN GmbH Hilden, Deutschland
QIAEX®II Gel Extraktion | QITAGEN GmbH Hilden, Deutschland
Kit (150)
QIAprep Spin Miniprep QIAGEN GmbH Hilden, Deutschland
Kit
QuantiFast ®SYBR ® QIAGEN GmbH Hilden, Deutschland
Green PCR Kit (400)
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2.2 Methoden
2.2.1 Transiente Transfektion der MCF-7-Zellen mit pCMV3 Plasmid

Fiir die Transfektion der MCF-7-Zellen wurde die Lipofektion mit dem Lipofectamine®
3000 Kit von Invitrogen eingesetzt.

Am ersten Tag wurden die MCF-7-Zellen auf einer 6-Well Platte ausgesét. Zuerst wurde
die verbrauchte Nahrlosung aus den mittleren Zellkulturflaschen abgenommen. Danach
wurden die MCF-7-Zellen mit DPBS gewaschen. Bei einer mittleren Zellkulturflasche
wurden 5-6 ml DPBS mit einer Stripette abgesaugt. 1 ml Trypsin wurde hinzugegeben,
um die Zellen vom Flaschenboden der Zellkultur zu I6sen. Danach wurde die
Zellkulturflasche fiir 5 min in den Inkubator bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit und 5
% COz zuriickgestellt. Nachdem sich die MCF-7-Zellen abgelost hatten, konnten die
MCF-7-Zellen gesplittet werden. Die abgelosten MCF-7-Zellen wurden mithilfe des
Néhrmediums griindlich resuspendiert und ein Anteil der Zellsuspension wurde in ein
Falconrdhrchen gefiillt. Die Zellkulturflasche wurde auf das Anfangsvolumen von 12 ml
mit frischer Nahrlosung aufgefiillt. In die zuvor abgefiillte Zellsuspension wurden 6-7 ml
Néhrmedium ins Falconréhrchen hinzugegeben. Dadurch wurden die Zellen fiir das
Auszdhlen unter der Neubauer Zahlkammer verdiinnt und die Zellklimpchen wurden
reduziert. Zwischen Deckglas und Objekttrager wurden 10 pl der Zellsuspension
pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden die vier GroBquadranten der Neubauer
Zihlkammer ausgezéhlt, um die Zellzahl pro ml zu bestimmen. Die Zellen sollten auf
einer 6-Well Platte mit je 550.000 Zellen pro Well ausgesit werden. In jeweils ein Well

wurden 2 ml Zellsuspension pipettiert. Dies wurde wie folgt berechnet:

gezihlte Zellzahl + 4 x 10* = x

275.000 (Zellen pro ml)
X

x 12,5 ml (Endvolumen) =y

12,5 ml (Endvolumen) —y = z

x = Zellen pro ml; y = Zellvolumen in ml; z = Mediumvolumen in ml

Die mit der Formel ausgerechneten Volumina wurden resuspendiert und jeweils auf die
6-Well Platte aufgetragen.

Am zweiten Tag erfolgte die transiente Transfektion mit dem pCMV3 Plasmid. Hierfiir
sollten die Zellen zu 70-90% konfluent gewachsen sein. Fiir die Transfektion einer 6-Well

Platte wurden insgesamt zwolf Reaktionsgefdle vorbereitet. Alle Reaktionsgeféfe
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wurden mit 125 pl OptiMEM-Medium befiillt. Danach wurden die zwdlf
Reaktionsgefdfle in zwei Gruppen mit jeweils sechs Reaktionsgefdfle aufgeteilt. In der
ReaktionsgefaBBgruppe 1 wurden zusétzlich 5 pl Lipofectamine vom Transfektion-Kit
hinzugefiigt. In der Reaktionsgefdgruppe 2 wurden 5 pl P3000-Reagenz des
Transfektion-Kits sowie 2,5 pg DNA pipettiert. Die Plasmidkonzentration wurde zuvor
mithilfe des Nanodrop Programms bestimmt und betrug beim Leervektor (LV) 1989,6
ng/ul (= 1,26 ul), Wildtyp (WT)-ESRI 769,7 ng/ul (=3,24 pl) und Y537S 1742,7 ng/ul
(= 1,44 pl). Im Folgenden wurde das Reagenz von der Reaktionsgefdalgruppe 2
resuspendiert und in die ReaktionsgefaBBgruppe 1 iiberfiihrt. Nach einer zehnminiitigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Inhalt aus den Reaktionsgefdf3en zu den Wells
hinzugefiigt. Um die Reagenzien in der Nahrlosung zu verteilen, wurde die Platte in Form
einer Acht bewegt und danach zuriick in den Inkubator gestellt.

Die MCF-7-Zellen wurden auch in T25-Zellkulturflaschen transient transfiziert, weshalb
sich die verwendeten Volumina verdanderten. Der Flacheninhalt einer 6-Well Platte betragt
9,6 cm? Hochgerechnet auf eine T25-Flasche mit 25 cm? betrdgt der Faktor 2,6.
2,6 X 550.000 Zellen = 1.432.292 Zellen sollten pro T25-Flasche ausgesdt werden.
Dafiir wurden die MCF-7-Zellen in insgesamt 5,2 ml Ndhrmedium kultiviert. Am zweiten
Tag wurden 325 ul OptiMEM-Medium, 13 pl Lipofectamine und p3000-Reagenz sowie
6,5 ug DNA hinzugefiigt.

2.2.2 Western blot

Um die Proteinexpression des Ostrogenrezeptors in den zuvor transfizierten MCF-7-
Zellen zu untersuchen, wurde der Western blot nach dem folgenden Protokoll
durchgefiihrt. Die Dauer der Methode betrug insgesamt vier Tage.

Am ersten Tag wurden zuerst frisch gesammelte oder aus -80 °C aufgetaute Zellpellets in
RIPA-Puffer resuspendiert und geldst. Das entsprechende Volumen war abhéngig von der
Zellpelletgroe und lag zwischen 50-100 pl. Der RIPA-Puffer enthielt Protease- und
Phosphatase-Inhibitoren, welche die Serin- und Cysteinproteasen inhibieren. Dadurch
sind die isolierten Proteine vor der Proteolyse geschiitzt. Das Zellpellet/RIPA-Puffer
Gemisch wurde zehn Mal gevortext und nachfolgend wurden die Reaktionsgefdlle
mithilfe des Cool Thermal Shaker bei 1000 rpm fiir 20 min auf 4 °C gekiihlt. Danach

wurden die Zelltrimmer zusitzlich fiir 20 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
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Die Lysate befanden sich im Uberstand, weshalb dieser in neue ReaktionsgefiB3e abgefiillt
wurde. Die Pelletes konnten entsorgt werden.

Um die Proteine in den Zelllysaten quantifizieren zu kénnen, wurde das Pierce™ BCA
Protein Assay Kit von Thermo Fisher Scientific und eine 96-Well Platte verwendet. Die
Quantifizierung ist relevant, damit in jedes Well dieselbe Proteinmenge aufgetragen wird
und somit ein Probenvergleich mdglich ist (Joppien et al., 2011). Zuerst wurde eine
Standardreihe von bovinem Serumalbumin (BSA) in Konzentrationen von 0 bis 2000
pg/ml in RIPA-Puffer hergestellt. Die Konzentration der im Kit beigelegten Ampulle des
Albuminstandards betrug 2 mg/ml. Die Zusammensetzung der BSA-Standardreihe wurde

in folgender Tabelle veranschaulicht.

Tabelle 9: Zusammensetzung der BSA-Standardreihe

Reaktionsgefdl3 Volumen RIPA- Volumen BSA [uL] Finale BSA-
Puffer [uL] Konzentration [uL]

A 0 300 vom Standard 2000

B 125 375 vom Standard 1500

C 325 325 vom Standard 1000

D 175 175 von Verdiinnung B 750

E 325 325 von Verdiinnung C 500

F 325 325 von Verdiinnung E 250

G 325 325 von Verdiinnung F 125

H 400 100 von Verdiinnung G 25

I 400 0 0

Auf der 96-Well Platte wurden jeweils 5 pl von jeder Konzentration der BSA-
Standardreihe (A-I) doppelt pipettiert. Die Doppelpipettierung wurde durchgefiihrt, um
spiter den Mittelwert aus beiden Wells berechnen zu kdnnen. Zu der Standardreihe
wurden pro Well 20 pl RIPA-Puffer hinzugegeben. Als niachstes wurden 22,5 ul RIPA-
Puffer fiir jede Probe doppelt pipettiert. Danach wurden 2,5 pl pro Well von jeweils einer
Probe hinzugefiigt. AnschlieBend wurden zu allen Wells 200 ul Erkennungsmischung im
Verhiltnis von 1:50 aufgetragen. Die 96-Well Platte wurde danach bei 37 °C fiir 30 min
inkubiert. Die Proteinquantifizierung wird mithilfe des BCA-Tests ermittelt und beruht
auf einer Férbereaktion. Zugrunde liegt hier die Biuret-Reaktion: Die Proteine reduzieren
zweiwertiges zu einwertigem Kupfer. Bicinchoninsédure reagiert hochspezifisch mit den

einwertigen Kupfer-lonen zu einem violett farbigen Komplex mit einem
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Absorptionsmaximum von 562 nm. Dabei gilt, je intensiver die Farbe, desto hoher ist die
Proteinkonzentration. Nachdem die Platte fiir 30 min inkubierte, wurde die Absorption
der BSA-Eichlosung gegen den gemessenen Proteingehalt der jeweiligen Probe in einem
Diagramm aufgetragen. Mithilfe der entstandenen Geradengleichung konnte die
Proteinkonzentration jeder einzelner Probe berechnet werden (Joppien et al., 2011). Die
Berechnung der Proteinkonzentration wurde anhand folgenden Beispiels visualisiert:

Ermittelte Geradengleichung aus der BSA-Standardreihe: y = 0,0002x + 0,1091

y £ A 540 nm, x £ Konzentration [pg/ml]

Mittelwert Duplikate Probe: xi1= 0,304, x,= 0,2987, x = 0,301

Proteinkonzentration (c) = (0,301 — 0,1091) *2 /0,002

(c) =1922,5 pg/ml

X = Mittelwert, ¢ = Proteinkonzentration

Fiir die Gelelektrophorese fassten die Taschen des SDS-Gels insgesamt 16 pl. Die Proben
wurden in einem Verhiltnis von 3:1 mit 4x Laemmli-Puffer verdiinnt, sodass jeweils 4 pul
Laemmli-Puffer zu jedem 20 pg Proteinlysat pipettiert wurden. Die Volumina der
Proteinlysate und des RIPA-Puffers wurden wie folgt berechnet:

V Probe fiir 20 pg =20/ ¢ *1000; 20 / 1922,5 pg/ml * 1000 = 10,4 pl

V RIPA =16 ul -V Probe — V Laemmli; 16 pul - 10,4 pl —4 pl = 1,6 pl

¢ = Konzentration; V = Volumen

Um das SDS-Gel mit den einzelnen Proteinproben beladen zu kdnnen, wurden die zuvor
berechneten Volumina von RIPA-Puffer, Laemmli und der Probe in neue Reaktionsgefaf3e
pipettiert und gevortext. Danach wurden die Reaktionsgefia3e bei 1000 rpm fiir 3 min auf
95 °C mit dem Cool Thermal Shaker erhitzt. Die Reaktionsgefd3e wurden sofort auf Eis
gestellt und in der Mini-Zentrifuge zentrifugiert. Nun wurde das Mini-Protean TGX
Stain-free Gel vorbereitet und in die entsprechende Halterung eingebaut. Die Box wurde
bis zur Markierung fiir zwei Gele mit SDS-Puffer aufgefiillt. Das Mini-Protean TGX
Stain-free Gel wurde pro Well mit 16 pl eisgekiihltem, vorbereitetem Probengemisch
beladen und zusidtzlich wurde in ein Well 5 pl von Precision plus Protein All Blue
Standards aufgetragen. Der Indikator dient als GroBenstandard, sodass nach der
Gelelektrophorese die Proteingrofe der Proben abgeschitzt werden kann (Joppien et al.,

2011). Die Spannung wurde fiir die ersten 5 min auf 100 V, danach auf 150 V eingestellt.
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Die Proteine wurden mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt. Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert die Proteine und sorgt
fiir eine negative Gesamtladung, sodass die Geschwindigkeit im elektrischen Feld nur
noch von der relativen Molekiilmasse abhédngig ist. Es gilt, je kleiner das Protein, desto
schneller wandern die Proteine von der Kathode (Negativ-Pol) zur Anode (Plus-Pol)
(Joppien et al., 2011).

Das Blotting wird durchgefiihrt, damit die Proteine von dem Gel auf die Membran
iibertragen werden. Die Schwdmme und das Filterpapier wurden zundchst in Blotting-
Puffer eingelegt. Die PVDF-Membran wurde kurz in Methanol dquilibriert und wurde
danach fiir 5-10 min in Blotting-Puffer eingelegt. Das ,,Transfer-Sandwich* wurde gemaf3
der Darstellung in Abb.4 zusammengebaut. Zuerst wurden beide Schwamme auf die
Gelhalterkassette platziert und diese wurden jeweils mit einem Filterpapier bedeckt.
Danach wurde das Gel auf die Membran gelegt. Mit einer Rolle wurde iiber das
,, Transfer-Sandwich“ gerollt, um potenzielle Luftblasen zu entfernen. Zum Schluss

wurde das ,, Transfer-Sandwich * fest verschlossen.

(+) Pol

(-) Pol

Abb. 4: Aufbau von dem ,, Transfer-Sandwich**

Legende: Schwarz: Schwamm, grau: Filterpapier, gestrichelt: Membran, blau: Gel

Die Gelhalter-Kassette wurde ins Elektrophoresesystem positioniert. In die Box wurde
ein Kiihlaggregat platziert und anschlieBend wurde die Box mit Blotting-Puffer bis zur
Markierung aufgefiillt. Die gesamte Box wurde nun {iber Nacht fiir 16 h bei 10 mA bei 4
°C an die Spannung angeschlossen.

Am zweiten Tag wurde das Sandwich auseinandergebaut, um die Membran kurz in TBST-
Puffer einzulegen. Danach musste die Membran eine Stunde in 5 %- igem BSA geblockt
werden, damit die Antikdrper (AK) nicht unspezifisch an die Membran binden (Joppien
et al., 2011). Es wurden 2,5 g BSA in einem Falconr6hrchen abgewogen und mit TBST-



Puffer bis zur 50 ml Markierung aufgefiillt (= 5%-iges BSA). Circa 25 ml wurden auf die
Membran gegeben.

Primédr- und Sekundérantikorper sind fiir die Proteindetektion notwendig. Der
Primérantikdrper bindet spezifisch an das nachzuweisende Protein. Der Sekundérkdrper
hingegen bindet an den Primédrantikdrper (Joppien et al., 2011). Als Primérantikdrper
wurde ERa D8H8 8644S Anti-rabbit von Cell Signaling Technology verwendet. Der
primire ERa-AK wurde in einem Verhiltnis von 1:1000 in 5 ml BSA verdiinnt und auf
die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 4 °C. Am néchsten Tag
wurde das AK-BSA Gemisch mit einer Stripette abgenommen. Danach folgte dreimal ein
zehnminiitiger Waschvorgang mit TBST-Puffer, um die ungebundenen AK zu entfernen
(Joppien et al., 2011). Als sekundérer AK gegen ERa wurde der Anti-rabbit HRP-linked
IgG AK #7074P2 von Cell Signaling Technology verwendet. Der Sekunddrantikdrper
wurde in einem Verhéltnis von 1:2500 in 1 ml BSA und 4 ml TBST-Puffer verdiinnt. Die
Inkubation dauerte eine Stunde. Danach wiederholte sich der Waschvorgang dreimal fiir
10 min in TBST-Puftfer.

Die Bildgebung beruht auf dem Meerrettichperoxidase-Luminol-System. Die sekundiren
AK sind mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt, welches mit dem
chemilumineszenten Substrat Luminol reagiert. Bei dieser Reaktion entsteht ein
Lichtsignal, welches photometrisch bei einer Wellenldnge von 428 nm von einem
digitalen Imager detektiert werden kann. Fiir die Detektion wurde das ChemiDoc MP
Imaging System von Bio-Rad verwendet. Die Membran wurde luftblasenfrei auf den
Imager gelegt. Um das Signal zu verstirken, wurde die Chemilumineszenz ECL™
Western blotting Detektionsreagenzien 1 und 2 in einem Verhiltnis von 1:1 auf die
Membran getraufelt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Image lab im single
channel. Folgende Parameter mussten zusétzlich eingestellt werden: Application = Blots
- Chemi; Select gel type: BIO-RAD ready Gel; Image exposure: signal accumulation
mode, set up: first 1s, last:600 und total 100 pictures. Um den Proteinstandard detektieren
zu konnen, wurde ein Bild unter Custom-Ponceau aufgenommen. Die Aufnahmen des
Proteinstandrads und der Probe konnten danach {ibereinandergelegt werden.

Nach der Detektion wurde die Membran zuriick in TBST-Puffer gelegt. Um die 3-Aktin
Bande nachzuweisen, wurde der primére AK sc-47778 mouse monoclonal IgG gegen B-
Aktin von Santa Cruz Biotechnology aufgetragen. Der AK wurde in einem Verhéltnis von

1:1000 in BSA verdiunnt und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
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Am néchsten Tag wiederholten sich die Schritte, weshalb die Membran erneut dreimal in
TBST gewaschen wurde. Danach wurde der sekunddre AK anti-mouse IgG HRP-linked
7076S von Cell Signaling Technology in einem Verhéltnis von 1:2500 mit 1 ml BSA und
4 ml TBST verdiinnt. Nach einer einstlindigen Inkubation wurde die Membran gewaschen

und die Banden konnten mit dem Imager detektiert werden.

2.2.3 MTT-Assay

Der MTT-Assay quantifiziert das Zellwachstum und die Zellviabilitdt, weshalb der
Einfluss von Wachstumsfaktoren, Néhrstoffen oder Zytokinen analysiert werden kann
(Joppien et al., 2011). Die Methode wurde durchgefiihrt, um die Proliferation von MCF-
7-Zellen und MCF-7-LTED-Zellen in unterschiedlichen Ostradiolkonzentrationen zu
vergleichen.

Am ersten Tag wurden die Zellen auf einer 96-Well Platte ausgesit. Die Zellen wurden
wie im Unterkapitel 2.3.1 mittels transienter Transfektion geerntet und die Zellzahl wurde
mithilfe der Neubauer Zéhlkammer bestimmt. Insgesamt sollten 40.000 Zellen pro ml

vorhanden sein, damit 4.000 Zellen in 100 pl pro Well ausgesit werden:

gezahlte Zellzahl +~ 4 x 10* = x

40.000 (Zellen pro ml)
X

X 4 ml (Endvolumen) =y

4 ml (Endvolumen) —y =z

x = Zellen pro ml; y = Volumen der Zellsuspension in ml; z = Volumen des Mediums in ml

Die berechneten Volumina wurden in ein neues FalconrShrchen pipettiert und
resuspendiert. 100 ul wurden von der Zellsuspension pro Well aufgetragen. Jede Zelllinie
wurde auf die 96-Well Platte als ein Triplikat pipettiert, um den Mittelwert aus den drei
Messungen zu berechnen. Diese Schritte mussten fiir alle im Versuch verwendeten
Zelllinien wiederholt werden. Die mit Zellsuspension befiillten Wells wurden mit DPBS
umrandet, damit die ausgesiten Zellen im Inkubator nicht austrockneten. Die Platte
wurde iiber Nacht im Inkubator bei 37 °C, 5 % COz und 95 % Luftfeuchtigkeit
aufbewahrt.

Am zweiten Tag wurde das Medium in den Wells gewechselt. Nun wurden alle Zellen in
Charcoal-stripped FCS-Medium kultiviert, welches eine geringe Anzahl von

Wachstumsfaktoren aufweist. Dadurch wurden die Zellen synchronisiert und alle Zellen
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wiesen dieselben Wachstumsbedingungen auf. Hierfiir wurde bei den MCF-7-Zellen das
RPMI-Medium abgenommen, mit 100 pl PBS gespiilt und in 100 pl Charcoal-stripped
FCS-Medium kultiviert. Die MCF-7-LTED-Zellen, die bereits in Charcoal-stripped FCS-
Medium kultiviert wurden, erhielten ohne DPBS-Spiilung einen Mediumwechsel.

Am dritten Tag wurde eine Ostradiol-Verdiinnungsreihe angesetzt. Die Konzentrationen
der Verdiinnungsreihe nahmen von 10 M bis 107'* M in Schritten von 0,5 log(M) ab.
Zusitzlich wurde eine Nullprobe pipettiert. Zuerst wurden die Reaktionsgefdle mit
Charcoal-stripped FCS-Medium befiillt. Ein Reaktionsgefd3 enthielt 1 ml, acht
Reaktionsgefdale 1368 pl und ein Falconrdhrchen 10 ml Charcoal-stripped FCS-Medium.
Der 102 M Ostradiol Stock wurde auf 10 M verdiinnt, indem 1 pl 102 M Ostradiol in
Iml Medium resuspendiert wurde. Von 10° M Ostradiol wurde 1 pl in 10 ml Medium
iibertragen, um 10 M Ostradiol zu erhalten. Von 10 M wurden 632 ul in die nichste
Verdiinnung von 10°° M resuspendiert. Dies wurde bis 10'* M wiederholt. Das
Charcoal-stripped FCS-Medium wurde abgenommen und durch die Verdiinnungsreihe
ersetzt. Das Auftragen der Verdiinnungsreihe wurde in Abb. 5 visualisiert. In die erste
Reihe jeder Zelllinie wurde Charcoal-stripped FCS-Medium ohne Ostradiol pipettiert.
Danach wurde die Verdiinnungsreihe von der niedrigsten Konzentration 10713 M bis zur
hochsten 10 M von links nach rechts aufgetragen. Zusitzlich wurde kontrolliert, ob noch

genug DPBS in der Umrandung vorhanden war. Die nichsten zwei Tage wurde die 96-

Well Platte bei 37 °C inkubiert.
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Abb. 5: Pipettierschema von MCF-7 und MCF-7-LTED fiir den MTT-Assay

MCF-7-Zellen und MCF-7-LTED-Zellen wurden auf einer 96-Well Platte ausgesat, am nachsten
Tag in Charcoal-stripped FCS-Medium kultiviert und folglich mit einer Ostradiolverdiinnungsreihe
mit einer Konzentration von 10° M bis10"®* M behandelt. Die Kultivierungsdauer betrug zwei Tage,
sodass insgesamt fiinf Tage nach dem Aussaen der MTT-Assay mithilfe des spark® Mikroplatten
Reader bei einer Wellenlange von 540 nm durchgefiihrt wurde.

Legende: grin: MCF-7-Zellen;  dunkelblau:  MCF-7-LTED-Zellen:  gelb:  DPBS;
Ostradiolkonzentration: 10°M - 10-'* M abnehmend in 0,5 log(M) Schritten.

QOO0
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Am fiinften Tag wurde das MTT-Reagenz aufgetragen. Dafiir musste das MTT-Reagenz
mit einer Ausgangskonzentration von 5 mg/ml in einem Verhéltnis von 1:20 mit Charcoal-
stripped FCS-Medium verdiinnt werden. Die Ostradiolkonzentrationen wurden mithilfe
einer 1000 pl Pipette abgenommen. 100 pul von dem MTT-Reagenz wurden pro Well
aufgetragen. Fiir die MTT-Kontrolle wurden drei Wells, die mit DPBS gefiillt waren,
abgenommen und mit 100 ul MTT-Reagenz gefiillt. Danach musste die Platte fiir 3 h bei
37 °C inkubieren. Nach der Inkubationszeit wurde das MTT-Reagenz erneut
abgenommen und in jedes Well wurden 100 pul Dimethylsulfoxid (DMSO) pipettiert.
Danach wurde die Platte fiir 30 min bei 37 °C und 300 rpm auf dem Cool Thermal Shaker
gestellt. Das MTT-Reagenz besteht aus Tetrazoliumsalze wie 3-(4,5Dimethylthiazol-2-
yl)2,5-di-phenyltetrazoliumbromid. In metabolisch aktiven Zellen wird Tetrazolium im
endoplasmatischen Retikulum NADH-abhédngig gespalten, sodass wasserunlosliches
dunkelblaues Formazan entsteht. DMSO ist nétig, damit das Formazan 16slich wird und
photometrisch bei einer Wellenldnge von 540 nm mit dem spark® Mikroplatten Reader
gemessen werden kann. Die Farbintensitdt ist proportional zur Zellviabilitit (Joppien et

al., 2011).

Beispielhaft wurde die MTT-Auswertung folglich durchgefiihrt:
Mittelwert MTT-Kontrolle: x;= 0,0854, xo= 0,0862, x3= 0,0865 X = 0,086
Abzug MTT-Kontrolle: MCF-7 — 0,086
x1=0,2892-0,086 = 0,203, x>= 0,2976-0,086 = 0,2112, x3= 0,3052-0,086= 0,219
Mittelwert Proben: X = 0,211
Standardabweichung Proben: s = 0,008
Normalisierung auf die hochste Ostradiolkonzentration (10 M): 0,364/0,211 = 0,581

2.2.4 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie werden die zuvor transient transfizierten MCF-7-
Zellen charakterisiert und quantifiziert. Die Methode beruht auf einer Antigen-AK-
Reaktion mit primér und sekundér fluoreszenzmarkierten AK (Joppien et al., 2011). In
den Experimenten wurde die Expression von ERa in pCMV3 und pCMV3-ESRI
transient transfizierter Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert.

Zuerst wurden die Pellets von den transient transfizierten MCF-7-Zellen mit DPBS,
Trypsin und RPMI-Medium gesammelt. Die Zentrifuge wurde fiir alle folgenden
Durchginge auf 1300 rpm bei 8 °C fiir 8§ min eingestellt. Das Pellet wurde in 500 ul DPBS
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resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Uberstand wurde abgenommen. Vor
Versuchsbeginn musste der 10x Waschpuffer mit destilliertem Wasser in einem Verhiltnis
von 1:10 verdiinnt werden. In ein CellSave Konservierungsrohrchen wurden 9,7 ml
Waschpuffer gefiillt. Davon wurden 100 pl CellSave auf die Zellpellets pipettiert, welches
fir 15 min inkubieren musste. CellSave ist notig, damit die Zellen wihrend der
Experimentendauer stabil bleiben. Nach einer 15-miniitigen Inkubation wurden 400 pl
Waschpuffer in die Reaktionsgefifle pipettiert und die Reaktionsgefile wurden
zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgenommen. Zu jedem Pellet wurden 100 pl
Triton fiir 7 min hinzugefiigt. Triton wurde auf 0,1 % verdiinnt, indem 10 pl Triton in 10
ml Waschpuffer pipettiert wurde. Dieses Reagenz macht die Zellmembran 16chrig, damit
die AK leicht eindringen konnen. Im Anschluss wurden 400 pl Waschpuffer
hinzugegeben, zentrifugiert und abgenommen. Diese Schritte wurden mit 500 pl
Waschpuffer wiederholt. Danach wurden jeweils 100 pl Protein Block fiir 15 min auf das
Zellpellet gegeben, um eine unspezifische Antikorperbindung zu verhindern. Im
Anschluss wurde das Pellet erneut mit 400 pl Waschpuffer gewaschen und zentrifugiert.
Die Zellen wurden mit einem spezifischen primidren ERSP1-AK gegen ERa und einem
sekundiren Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit AK gefirbt, um die (Uber-)Expression von
ERa mithilfe der Durchflusszytometrie zu quantifizieren. Zuerst wurde der
Primérantikdrper ERSP1 in 100 pl Antibody Diluent in einem Verhéltnis von 1:50
verdiinnt. Die Inkubationszeit des Primédrantikdrpers betrug 60 min bei Raumtemperatur.
Danach wurden 400 pl Waschpuffer hinzugefiigt und die Reaktionsgefdf3e wurden erneut
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 500 pl Waschpuffer gewaschen. Der sekundére
AK Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit wurde in 100 pl Antibody Diluent in einem
Verhéltnis von 1:200 verdiinnt. Der sekundére AK ist ein Fluoreszenzstoff, weshalb dieser
fiir 30 min im Dunkeln inkubieren musste. Danach wurden wieder 400 pul Waschpuffer
zu den Reaktionsgefdflen hinzugefiigt, um die Reaktionsgefdlle erneut zu zentrifugieren.
Der Waschvorgang wurde zweimal mit 500 ul Waschpuffer wiederholt. Das Zellpellet
wurde in 100-200 pl PBS resuspendiert.

Die Messung wurde am FACS-Gerit im FITC-Kanal durchgefiihrt. Vor jeder einzelnen
Messung mussten die Proben gevortext werden. Dadurch bildete sich in der Zwischenzeit

kein Zellpellet, welches die Messergebnisse verfalschen konnte.
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2.2.5 Klonierung von DNA in Plasmiden
2.2.5.1 Herstellung kompetenter Zellen

Um chemisch kompetente Escherichia coli (E. coli) Bakterien herzustellen, wurde eine
Kultur von E. coli One Shot™ TOP 10 Chemically Competent Cells von Invitrogen
angesetzt. Hierfiir wurden die Bakterien iiber Nacht in 5 ml fliissigen LB-Medium in
einem autoklavierten Kulturrohrchen bei 37 °C unter Schiitteln bei 150 rpm kultiviert.
Am néchsten Tag wurde die Bakterienkultur zu 200 ml LB-Medium in einem
autoklavierten Kulturkolben hinzugegeben. Die Kultivierung der Bakterienkultur wurde
so lange bei 37 °C bei 150 rpm durchgefiihrt, bis eine optische Dichte bei 550 nm von 0,6
registriert werde konnte. Die Messung erfolgte am Spektralphotometer in Kiivetten. Als
Leerwert wurde das LB-Medium ausgewdhlt. Danach wurden die Bakterien auf Eis
gesetzt und in 50 ml FalconrShrchen iiberfiihrt. Diese wurden fiir 10 min bei 4 °C fiir
4500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets wurden
jeweils in 2 ml TFB-2 Puffer resuspendiert. Die Zellsuspension inkubierte fiir 15 min auf
Eis. Die Zellen wurden in 1,5 ml Reaktionsgefdf3e zu 100 pl Aliquoten aufgeteilt. Diese

wurden sofort in fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.5.2 Transformation

Das Ziel dieser Methode war, das bereits in ein Plasmid integrierte DNA-Fragment
mithilfe von E. coli Bakterien zu vermehren. Dafiir mussten jeweils 100 pl kompetente
E. coli Bakterienzellen aus dem -80 °C Gefrierschrank auf Eis aufgetaut werden. Danach
wurden 50 ng transformierende Plasmid-DNA zu den E. coli Zellen hinzugegeben.
AuBerdem wurden zusétzlich eine Positivkontrolle mit einer bekannten Plasmid
vermittelten Ampicillin Resistenz sowie eine Negativkontrolle ohne DNA angesetzt. Die
Proben wurden vermischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Danach folgte die
Hitzeschock-Transformation, sodass die Proben bei 45 °C fiir 45 s auf dem Cool Thermal
Shaker erhitzt wurden. Es wurde jeweils 1 ml vom S.0.C Medium hinzugegeben, um eine
maximale Transformationseffizienz zu garantieren. Danach wurden die E. coli Bakterien
bei 37 °C fiir 1 h bei 600 rpm auf dem Cool Thermal Shaker inkubiert. Die Proben wurden
auf Ampicillin-resistenten Agarplatten mit einer Ampicillin-Konzentration von 100
png/mL ausplattiert. Die transformierten Bakterienzellen mussten selektiert werden, da
nicht alle Bakterien das Plasmid aufnehmen. Das Plasmid vermittelt eine

Antibiotikumresistenz gegen Ampicillin, sodass nur die transformierten Bakterien auf
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den Agarplatten wachsen (Joppien et al., 2011). Die Ampicillin-resistenten Agarplatten
wurden nun iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am zweiten Tag wurden die Platten in einem Autoklavierbeutel aufbewahrt und in den

Kiihlraum bei 4 °C gestellt. Dort konnten die Platten monatelang gelagert werden.

2.2.5.3 Plasmidpriparation

Am Folgetag wurde das QIAGEN® Plasmid Kit verwendet, um die Plasmide zu
priaparieren. In der Promotionsarbeit wurde das Maxi Kit bei high-copy Plasmiden
verwendet, sodass 100 ml LB-Medium in autoklavierte Kulturkolben mit Aludeckel
geflillt wurden. In Tabelle 10 wurden die entsprechenden Volumina bei unterschiedlicher

KitgroBe aufgelistet.
Tabelle 10: KitgroRe von dem QIAGEN Plasmid Kit

Kit High-copy Plasmid Low-copy Plasmid
QIAGEN Plasmid Mini 3ml Nicht empfohlen
QIAGEN Plasmid Midi 25 ml 100 ml

QIAGEN Plasmid Maxi 100 ml 500 ml

Um das LB-Medium mit einer Bakterienkolonie anzuimpfen, wurde mithilfe einer 1000
ul Pipettenspitze eine einzige Bakterienkolonie der Agarplatten aufgenommen. Danach
wurde die Spitze ins Medium hineingeworfen. Uber Nacht wurden Kulturkolben von
pCMV3, pCMV3-ESRI Plasmid und der Negativkontrolle auf einem Schiittler Inkubator
bei 37 °C inkubiert.

Am nichsten Tag wurde das LB-Medium in den Zylindern triib, wenn sich die E. coli
Zellen vermehrt hatten. Die Negativkontrolle (ohne Plasmid) musste nach der
Inkubationszeit weiterhin ein klares Medium aufweisen, damit eine Kontamination
ausgeschlossen werden konnte. Zuerst wurden die Reagenzien aus dem Plasmid Kit
vorbereitet. Die RNA-Solution musste zu Puffer P1 hinzugegeben, gemixt und bei 2-8 °C
aufbewahrt werden. Zu Puffer P1 wurde auBerdem LyseBlue in einem Verhéltnis von
1:1000 hinzugegeben. Prechill-Puffer P3 sollte bei 4 °C autbewahrt werden. Danach
wurde die Bakterienkultur in neue ReaktionsgefiBe umgefiillt. Die Falconréhrchen
wurden bei 6000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand wurde
abgenommen. Zu dem Pellet wurden 10 ml Resuspensionspuffer P1 pipettiert. Zusétzlich

wurden 10 ml Lysepuffer P2 hinzugegeben, um die bakterielle Zellwand zu lysieren und
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dadurch den Bakterieninhalt freizulegen (Joppien et al., 2011). Durch 4-6-mal kréftiges
Umschwenken wurden die Reagenzien vermischt. Danach wurden die Proben bei
Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Die Fliissigkeit in den Falconr6hrchen wurde blau,
da zuvor LyseBlue zu Puffer P1 hinzugefiigt wurde. Es wurden 10 ml von Puffer P3 ins
Falconrdhrchen hinzugegeben und das Falconrohrchen wurde so lange geschwenkt, bis
ein Farbumschlag von blau zu weif} detektiert wurde. Danach wurde das Gemisch fiir 20
min auf Eis inkubiert. Die Falconr6hrchen wurden bei >20.000 g fiir 30 min bei 4 °C
zentrifugiert. Die Bakterienbestandteile und das Zelldetritus bildeten das Pellet am
Falconréhrchenboden. Die Plasmid-DNA befand sich im Uberstand, weshalb dieser
abgenommen und in neue ReaktionsgefiBle umgefiillt wurde. Die Reaktionsgefalie
wurden erneut bei 20.000 g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert.

Die isolierte DNA muss gereinigt werden, da unerwiinschte Substanzen an den isolierten
Nukleinsduren ~ gebunden  sind. Die Sdulen  sind  Schwerkraftfluss-
Anionenaustauschspritzen, die aufgrund der enthaltenen Cellulose oder Dextran positiv
geladen sind. Die Nukleinsduren sind negativ geladen und binden an die Sdulen, weshalb
die unerwiinschten Substanzen den Filter passieren (Joppien et al., 2011). Zwei Siulen
wurden mit jeweils 10 ml QBT-Puffer dquilibriert. Der Uberstand mit der genomischen
DNA wurde von den ReaktionsgefdBen in die Sdulen gefiillt. Darauthin wurden die Filter
der Séulen zweimal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die gereinigte DNA befand sich in
dem Filter und musste mit 15 ml Elutionspuffer QF-Puffer aus der Séule eliminiert
werden, sodass die geloste DNA in einem sauberen Falconréhrchen aufgefangen wurde.
In das Falconrbhrchen wurden zusdtzlich 10,5 ml Isopropanol gefiillt. Die
Falconréhrchen wurden bei 15.000 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert. Das DNA-Pellet
setzte sich am Boden ab, sodass der Uberstand abgenommen werden konnte. Das DNA-
Pellet wurde mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen, um die Salze aus den Nukleinséuren
zu entfernen (Joppien et al., 2011). Die Reaktionsgefdfle wurden bei >15.000 g fiir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommenen und das DNA-Pellet trocknete fiir 5-
10 min an der Luft. Als letztes wurde das Pellet in destilliertem Wasser gelost.

Um die DNA-Konzentration zu messen, wurde das NanoDrop Programm verwendet.
Zuerst wurde 1 ul Wasser zur Aquilibrierung auf die Messsonde gegeben. Danach wurde
die Messung mit 1 pl Plasmid-DNA wiederholt. Das Ergebnis wird in ng/ul angezeigt.

Die Plasmide konnten bei -20 °C gelagert werden.
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2.2.6 RNA-Isolierung

Die RNA der transfizierten MCF-7-Zellen wurde isoliert, um anschlieBend die cDNA zu
synthetisieren. Hierfliir wurde das RNeasy Mini Kit von QIAGEN verwendet. Die
Zellpellets wurden entweder frisch geerntet oder aus dem -80 °C Gefrierschrank
verwendet. Alle Schritte wurden entweder auf Eis durchgefiihrt oder bei 4 °C
zentrifugiert.

Zuerst mussten die Zellen lysiert werden, sodass zu jeder Probe 350 pl RLT-Puffer
pipettiert und suspendiert wurde. Der Inhalt der ReaktionsgefiBe wurde auf die
QIAshredder-Saulen iiberfiihrt und diese wurden bei maximaler Stufe fiir 1 min
zentrifugiert. Die Lysate befanden sich im Collection Tube Reaktionsgefd3. Der Filter
von der QIAshredder-Sdule wurde entfernt und es wurden jeweils 350 ul 70 %-iges
Ethanol in jedes Reaktionsgefd3 pipettiert. Der Inhalt wurde in die RNeasy Mini Spin-
Sédulen tibertragen und diese wurden bei 10.000 rcf fiir 20 s zentrifugiert. Die RNA bindet
an die RNeasy-Kieselsdulemembran, sodass die Verunreinigungen als Filtrat die
Membran passieren. Es wurden 700 pul RWI1-Puffer auf die Kieselsdulenmembran
pipettiert, bei 10.000 rcf fiir 20 s zentrifugiert und das Filtrat wurde entfernt. Der
Waschvorgang wurde noch zweimal mit 500 pl RPE-Puffer wiederholt. Hierflir wurden
die Sdulen ebenfalls bei 10.000 rcf fiir 20 s zentrifugiert. Die Séule wurde ohne Puffer fiir
2 min bei 10.000 rcf zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entfernt und eine weitere
Zentrifugation erfolgte fiir I min bei 10.000 rcf. Die Siule wurde in ein 1,5 ml DNA-
LoBind-Tube umgesetzt, damit die Membran fiir 5 min bei Raumtemperatur trocknete.
Zum Schluss wurde die RNA aus der Sdule eluiert, indem 30 pl RNase-freies Wasser
hinzugegeben und die ReaktionsgefaBe fiir eine Minute bei 10.000 rcf zentrifugiert
wurde. In dem Filtrat befand sich nun die isolierte RNA (QIAwave RNA Mini Handbook,
2023). Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem Spektralphotometer und mit
dem LV destilliertem Wasser gemessen. Danach wurde die RNA fiir die Reverse

Transkription weiterverarbeitet.

37



2.2.7 Reverse Transkription

Das Omniscript Reverse-Transkriptase-Kit wurde verwendet, um die Sequenzfolge der
RNA in die komplementire DNA (cDNA) umzuschreiben. Das Omniscript enthélt die
Reverse-Transkriptase, DesoxyNukleosidTriPhosphate (dANTPs) und einen optimierten
Reaktionspuffer (Omniscript Reverse Transcription Handbook, 2010). Die Reverse-
Transkriptase ist eine RNA-abhéngige DNA-Polymerase. Als Primer fungieren Thymin-
Oligonukleotide, die an das Poly-(A) Ende der mRNA binden (Heinrich et al., 2014).
Zuvor wurde die RNA, wie im Unterkapitel 2.3.6 beschrieben, isoliert und gereinigt. Die
Konzentration wurde mithilfe des Spektralphotometers bestimmt. Die RNA sollte eine
Konzentration von 100 ng/ul aufweisen, weshalb Folgendes berechnet wurde:

Soll-Wert ( 1001—‘%)

* Endvolumen (50 ul) = Probenvolumen
Ist—Wert

Endvolumen — Probenvolumen = Volumen von RNase-freiem Wasser

Das berechnete Probenvolumen und das RNAse-freie Wasser wurden in neue
Reaktionsgefdle pipettiert. Von jeder Probe wurden jeweils 10 pl in ein PCR-Tube
Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Reaktionsgefdle inkubierten fiir 5 min bei 65 °C im
Thermocycler, sodass die RNA denaturierte. Der Master-Mix wurde hergestellt, sodass
fiir jede Probe folgende Volumina benotigt wurden. Die entsprechenden Volumina sind in

Tabelle 11 zu finden:

Tabelle 11: Master-Mix fiir die reverse Transkription

I xV(ul)
10x Puffer 2
dNTP-Mix 2
Random Primer 2
RNAsin 0,25
H>O 2,75
Total Volume 10

Insgesamt wurden 10 pl Master-Mix pro Probe in ein PCR-Reaktionsgefaf pipettiert. Die
PCR-ReaktionsgefiBle wurden gevortext, zentrifugiert und wieder in den Thermocycler

gestellt. Dort wurden die Proben nach dem folgenden Protokoll behandelt:
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1) Deckel wird auf 40 °C erhitzt
2) Temperatur auf 37 °C fiir 1 h
3) Deckel wird auf 37 °C erhitzt
4) Temperatur auf 93 °C fiir 5 min
5) Lagern bei 4 °C

2.2.8 Polymerase-Kettenreaktion

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden die kleinsten DNA-Fragmente
millionenfach amplifiziert, damit diese nachgewiesen und weiter sequenziert werden
konnen. Um eine DNA-Sequenz amplifizieren zu konnen, werden zwei Primer benoétigt.
Die Primer sind Oligonukleotide und begrenzen den DNA-Abschnitt (Heinrich et al.,
2014). In dieser Promotionsarbeit wurden die Primer ESR/-Exon 1B vorwarts und ESR -
Exon 8 riickwirts verwendet, deren Sequenzen in Tabelle 12 dokumentiert worden sind.
Zusitzlich wird ein Ready-to-use PCR-Reagenz namens K2G verwendet. Das K2G-
Reagenz enthélt die DNA-Basen sowie die DNA-Polymerase. Es wurde die Tag-
Polymerase eingesetzt, die aus dem Mikroorganismus Thermus aquaticus synthetisiert
wird. Die Polymerase denaturiert bei 100 °C nicht, da der Organismus in sehr heiflen
Gewdissern iiberleben kann (Joppien et al., 2011).
Zuerst musste der Master-Mix angesetzt werden. Pro Probe wurden 8 pl nuklease-freies
Wasser, 10 ul K2G-Reagenz und jeweils 0,5 pl Primer verwendet. Nun wurden insgesamt
19 pl von dem Master-Mix in die PCR-Reaktionsgefid3e pipettiert. Zusitzlich wurde 1 pl
von der jeweiligen cDNA-Probe hinzugefiigt und resuspendiert. Als Negativkontrolle
wurde 1 pl Wasser zum Master-Mix pipettiert. Die Proben wurden in den Thermocycler
gestellt und folgendes Programm wurde ausgewahlt:
1) Deckel wird auf 110 °C erhitzt
2) Initiale Denaturierung: Temperatur auf 95 °C fiir 3 min
3) Zyklus insgesamt 30 x (Schritte a-c):
a. Denaturierung: Temperatur auf 95 °C fiir 30 s
b. Primerhybridisierung: Temperatur auf 58 °C fiir 30 s
c. Elongation: Temperatur auf 72 °C fiir 1 min
4) Ende des Zyklus
5) Finale Elongation: Temperatur auf 72 °C fiir 10 min

6) Lagern bei 4 °C
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Tabelle 12: Primer

ESR1-Exon 5°AAGACTCGGCAGCATCTCCAAAGCCCGCCGTTACAACTAC
1B vorwarts 3¢

ESR1-Exon 8 | 5 GCGATCGTCACTGTTCTCCAAATGCGATGAAGTAGAGCCC
rickwarts 3¢

2.2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese trennt die Nukleinsdure-Stringe nach ihrer GroBe auf. Zuerst
wurde das Gel selbst gegossen. Fiir eine kleine Kammer und ein 1 %- iges Gel wurden
0,5 g Agarose abgewogen und in 50 ml 1x TAE-Puffer gelost. Fiir eine groBe Kammer
wurden dementsprechend 100 ml 1x TAE-Puffer und 1 g Agarose benétigt. Das Gemisch
wurde fiir 3-5 min in der Mikrowelle erhitzt, bis keine Agarose Riickstinde zu sehen
waren. Der Farbstoff GelRed wurde in einem Verhéltnis von 1: 10.000 in das fliissige Gel
pipettiert. Der Kamm wurde in die Kammer gesteckt, um danach das Gel ohne Luftblasen
hineingieBen zu konnen. Das Agarose-Gel musste fiir 30 min aushérten. Danach wurde
Ix TAE-Puffer in die Kammer und auf das Gel gegossen und der Kamm konnte
herausgezogen werden.

Um das Gel mit den cDNA-Proben beladen zu konnen, wurde der TriTrac DNA-
Ladefarbstoff in einem Verhiltnis von 1:5 mit der DNA-Probe vermischt. Hierfiir wurden
1 ul TriTrac und 5 pl DNA pipettiert und in die Kammern des Agarose-Gels aufgetragen.
TriTrac ist ein DNA-Ladefarbstoff, der insgesamt drei Farbstoffe enthilt. Die Farbstoffe
Bromphenolblau, Xylencyanol FF und Orange G ermdglichen eine visuelle Verfolgung
der DNA-Gelelektrophorese. In eine Kammer wurden 5 pl des Indikators GeneRuler Low
Range DNA Ladder, aufgetragen, um die Grof3e der DNA quantifizieren zu kdnnen. Die
Kammer wurde an das Spannungsgerdt bei 120 V angeschlossen. Ein kleines Gel
benoétigte 30 min, ein groBes Gel 60 min. Das Ergebnis wurde mithilfe des ChemiDoc MP
Imaging System unter der GelRed-Einstellung der ImageLab Software detektiert.
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2.2.10 Gelelution: Reinigung von DNA-Fragmenten zwischen 40 bp und 50 kb

Das Ziel dieser Methode war, die DNA aus dem Agarose-Gel zu extrahieren. Das
Endprodukt wurde verwendet, um eine Sanger-Sequenzierung durchzufiihren. Hierfiir
wurde das QIAEX II Gel Extractation Kit (150) von QIAGEN verwendet.

Der gelbe QX1-Puffer sollte einen pH-Wert unter 7,5 aufweisen. Zu dem PE-Puffer
mussten 80 ml absolutes Ethanol hinzugegeben werden. Alle Zentrifugierungsschritte
wurden bei Raumtemperatur (15-25 °C) und bei 13.000 rpm durchgefiihrt.

Das Gel wurde unter das ChemiDoc MP Imaging System gelegt, weil durch das UV- Licht
die DNA-Banden sichtbar wurden. Die Banden wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten, in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl aufbewahrt und gewogen. Das Volumen
des QX1-Puffers ist abhdngig vom Gewicht und GroBe des herausgeschnittenen DNA-
Fragmentes. Bei einem DNA-Fragment < 100 bp wurde ein 6-faches Volumen vom QX1-
Puffer hinzugegeben, sodass insgesamt 1,8 ml QX1 als Loslichkeits- und Bindungspuffer
in jedes Reaktionsgefdl pipettiert wurde. 10 pl QIAEX II wurden bei < 2 ng DNA
hinzugegeben, um die DNA von Salzen, Agarose, Proteinen oder Farbstoffen trennen zu
konnen. Die Proben wurden fiir 10 min bei 50 °C inkubiert. Alle 2 min wurden die Proben
gevortext, damit sich die Agarose aufloste, die Proben sich gelb farbten und die DNA
gebunden werden konnte. Die aufgeldste Agarose wurde fiir 30 s zentrifugiert, damit sich
das DNA-Pellet am Reaktionsgefidboden absetzte. Der Uberstand wurde abgenommen
und das Pellet wurde mit 500 pul QXI1-Puffer gewaschen, um die letzten Agarose-
Riickstinde zu entfernen. Dafiir wurden die Proben erneut fiir 30 s zentrifugiert und der
Uberstand wurde abgenommen. Danach wurde das Pellet zweimal mit 500 ul PE-Puffer
gewaschen, um die Salzbestandteile zu entfernen. Hierfiir wurden die Pellets erneut unter
den bekannten Einstellungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, damit das
DNA-Pellet fiir 5-10 min an der Luft trocknen konnte. Die Pellets wurden in 20 pul DNase-
freiem Wasser resuspendiert. Die Reaktionsgefdlle wurden gevortext und erneut fiir 30 s
zentrifugiert. Die extrahierte DNA befand sich nun im Uberstand, sodass die DNA in neue
PCR-ReaktionsgefiBle umgefiillt wurde. Die DNA-Konzentration wurde mithilfe des

Spektralphotometers und dem LV DNase-freiem Wasser gemessen.
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2.2.11 Kristallviolettfirbung

Das Ziel der Kristallviolettfarbung war, die Besiedlungsdichte von transient transfizierten
Zellen in den Ostradiolkonzentrationen von 0, 103, 10! und 10 M zu visualisieren.

Zuvor erfolgte die in 2.3.1 beschriebene transiente Transfektion der MCF-7-Zellen mit
pCMV3, pCMV3-ESRI und pCMV3-Y537S. Danach wurden die Schritte wie beim
MTT-Assay verfolgt. Die Zellen wurden auf einer 96-Well Platte ausgesit, ein Tag auf
Charcaol-stripped FCS-Medium gesetzt und danach in Ostradiolkonzentrationen von 0,
10713, 10" und 10 M fiir zwei Tage kultiviert. Am sechsten Tag nach Transfektion wurde
der Uberstand der Ostradiolverdiinnungsreihe abgenommen und jedes Well wurde mit
100 pl DPBS gespiilt. Um die Zellen zu fixieren, mussten 100 ul 4 % -iges Formalin fiir
30 min einwirken. 5 mg Kristallviolett wurden in 50 ml Wasser gelost, sodass die Zellen
mit 50 ul 0,01 % -igem Kristallviolett fiir 30 min gefarbt wurden. Die Wells wurden mit
destilliertem Wasser gewaschen und getrocknet. Die Bilder wurden mit dem Axio

Observer mit der Festkorperlichtquelle Colibri 7 aufgenommen.

2.2.12 Trefoil Factor 1

Der Trefoil Factor 1 (TFF1) gehort zu der Trefoil Factor Family. Hierunter werden
insgesamt drei Proteine zusammengefasst: TFF1 (auch bekannt als pS2) TFF2 und TFF3.
Die Faktoren spielen in der Schleimhautabwehr und -heilung des Magens eine Rolle, da
diese mit muzinsekretierenden Epithelzellen exprimiert werden. Nach einer Schadigung
der Schleimhaut durch Viren, Bakterien oder Ulzera helfen die Faktoren bei der
Regeneration (Mathelin et al., 2005). In vielen Karzinomen, unter anderem
Mammakarzinomen, wird das TFF1 Protein exprimiert. Das Gen enthidlt ERE, sodass die
Proteinbiosynthese von Ostrogen abhiingig ist (Pelden et al., 2013). Die TFF1-Expression
steigt mit zunehmender Ostradiolkonzentration. Eine TFF1-Uberexpression fiihrt zu einer
giinstigeren Prognose und kann als pridiktiver Faktor auf das Ansprechen der
Hormontherapie in Betracht gezogen werden (Mathelin et al., 2005).

In der Promotionsarbeit wurde die TFF1-Expression in unterschiedlich transfizierten

Zellen mithilfe der qPCR verglichen.

2.2.13 Real-Time Quantitative PCR

Mithilfe der Real-Time Quantitative PCR (qPCR) wird die neu gebildete DNA nach
jedem Zyklus in Echtzeit detektiert (Joppien et al., 2011). Das Ziel der Methode war, die
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Expression des ERa-Zielproteins TFF1 in den transient transfizierten Zellen mit pCMV3,
pCMV3-ESR] und pCMV-Y537S mit der Negativ- und Positivkontrolle zu vergleichen.
Die transiente Transfektion wurde wie in 2.3.1 durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir 48 h
in den Ostradiolkonzentrationen 0, 10°!? und 10 M kultiviert. Danach wurde die RNA
nach 2.3.6 isoliert und die cDNA wie in 2.3.7 synthetisiert. Die qPCR wurde mit dem
Quanti Fast SYBR Green PCR Kit (400) durchgefiihrt. SYBR Green ist ein
fluoreszierender Farbstoff. Wenn dieser mit der doppelstrangigen DNA interagiert und
durch Licht angeregt wird, wird die Fluoreszenz gemessen. Dabei verhalten sich das
Fluoreszenzsignal und die Zunahme der DNA proportional (Joppien et al., 2011). Um
eine reine Arbeitsumgebung zu gewéhrleisten, wurden die Fliche sowie die Utensilien
mit Sodiumchlorid gereinigt. Der TFF1- und PDH-Primer wurden mit RNase-freiem
Wasser im Verhiltnis von 1:10 verdiinnt. Die Qualitdtskontrolle der gPCR wurde nach
dem folgenden Schema angesetzt, welches in Tabelle 13 zu finden ist. Hierfiir wurden 5
ul einer Probe mit 15 pl Wasser verdiinnt:

Tabelle 13: Verdiinnungsreihe der Qualitdtskontrolle bei qPCR

V (RNA) pul V (H20) pl

1:4 5 ul 100 ng/ ul 15

1:16 | 5pull:4 15
1:64 | 5ul1:16 15
1:256 | 5 ul 1:64 15

Der Master-Mix wurde fiir die Primer PDH und TFF1 jeweils einmal pro Probe nach
Tabelle 14 angesetzt. Die Volumina wurden an die Probenanzahl inklusive drei Samples

als Uberschuss angepasst.
Tabelle 14: Master-Mix fiir die qPCR

I xV[ul] 25 (Probenanzahl) x V [ul]
SYBR Green 5 125
H20 3 75
Primer 1:10 | 25
total 9 225
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In die Wells der 384-Well Platte wurde 1 ul der cDNA pipettiert. Jede Probe wurde als
Quadruplikat aufgetragen. 1 pl von der Verdiinnungsreihe und 1 pl Wasser als
Negativkontrolle wurden als Duplikat pipettiert. In jedes Well wurden 9 pl Master-Mix
pipettiert, um ein Gesamtvolumen von 10 ul zu erreichen. Die Platte wurde mit einer
Folie dicht abgeklebt und danach fiir 1 min bei 1000 g zentrifugiert. Zuletzt wurde die
Platte in den LightCycler ® 480 II gestellt und die DNA wurde amplifiziert.

Das Programm der qPCR léuft in drei verschiedenen Phasen ab. In der Startphase liegen
geringe DNA-Mengen vor. Danach folgt die exponentielle Phase, in der sich die Sequenz
bei konstanten Reaktionsbedingungen verdoppelt. Die letzte Phase wird als Plateauphase
definiert. Die vermehrten Zielsequenzen hybridisieren miteinander, weshalb die qPCR
gestoppt wird. Fiir die Auswertung ist der CT-Wert relevant. Dieser gibt den
Amplifikationszyklus an, um in die exponentielle Phase zu gelangen (Holzapfel &
Wickert, 2007). Die Auswertung der qPCR erfolgte exemplarisch wie folgt. Hierfiir
wurde das Housekeeping Gen PDH hinzugezogen:

TFF1-Primer:

Probe: x1: 15,04, x2: 15,01, x3: 15,11,

Mittelwert von x;-x3: X: 15.05, Standardabweichung: 0,0513

PDH-Primer:

Probe: x1:22,03, x2: 22,15, x3: 22,15

Mittelwert von x1-x3: X: 22,11, Standardabweichung: 0,069

Differenz: X TFF1 - X PDH; 15,05-22,11 = -7,06

2"~A (Differenz); 2"A (-7,06) = 133,13

2.2.14 Sanger-Sequenzierung

Um die jeweiligen DNA-Proben zu sequenzieren, wurde freundlicherweise mit dem
Genomics & Transcriptomics Labor (GTL) des Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrums (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitdit (HHU) Diisseldorf
zusammengearbeitet. Die Proben und der laboreigene Primer ESR/-Exon 8 riickwérts und
ESRI-Exon 5 vorwirts (50 ng/pl; 10 ul) wurden abgefiillt und dem GTL zugestellt. Die
Basenabfolge der Primer kann aus Tabelle 12 entnommen werden. Die Sanger-

Sequenzierung wurde anhand der Nukleinséuresequenzen ausgewertet.
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2.2.15 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm PRISM 5 (GraphPad, San Diego,
CA, USA) erstellt. Bei n > 2 wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
berechnet.

Bei Versuchsansitzen mit zwei unabhéngigen Faktoren wurde eine Two-Way ANOVA
durchgefiihrt. Zur Kontrolle des Fehlerniveaus bei multiplen paarweisen Vergleichen
wurde anschlieend der Post-hoc-Test mit dem Sidak’s multiple comparisons Test
angewendet. In ausgewihlten Analysen wurde ausschlieflich der Haupteffekt des
Spaltenfaktors (,,Column factor*) ausgewertet.

Fiir den Vergleich mehrerer Gruppen mit einem Einflussfaktor wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (One-Way ANOVA; Column factor) durchgefiihrt. Bei einem
signifikanten Haupteffekt erfolgte eine Post-hoc-Analyse mittels Tukey’s multiple
comparisons test.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die Signifikanzniveaus

sind in den Abbildungen wie folgt gekennzeichnet: * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
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3 Ergebnisse

Die erlangten Forschungsergebnisse sind im folgenden Kapitel wiedergegeben.

3.1 ERo-Expression von pCMV3 und pCMV3-ESR] transfizierten MCF-7-Zellen
Das Ziel des Versuches war, die ektopische ERa-Expression in transient transfizierten
MCF-7-Zellen iiber einen Zeitraum von 20 Tagen zu analysieren. Die hormonabhdngigen
MCF-7-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV3 und pCMV3-ESR/ transfiziert. Nach
3,7, 10, 15 und 20 Tagen wurden die Zellpellets gesammelt. Die Proteinsignale wurden
mithilfe der Signalintensitéten fiir das stabil exprimierte ,, housekeeping protein *“ 3-Aktin
normalisiert und quantifiziert. Das Proteinsignal fiir ERa wird im Western blot bei 66
kDa und fiir B-Aktin bei 42 kDa detektiert (Abb. 7). Die Western blot Analysen zeigten,
dass die ERa-Uberexpression innerhalb einer Woche nach Transfektion messbar war. An
Tag drei wurde die stirkste Uberexpression in MCFWT-Zellen gemessen. Nach sieben
Tagen sank die ERa-Expression auf das normale, endogene Expressionsniveau ab. In
MCF-7"-Zellen wurde das normale, endogene Expressionsniveau unabhingig vom
Zeitraum erreicht (Abb. 6). Aus diesem Ergebnis wurde geschlussfolgert, dass innerhalb
der ersten Woche nach Transfektion ERa durch das im Plasmid enthaltende ESR/-Gen
iiberexprimiert wurde. Danach fiel die Expression auf das endogene Niveau ab.
Deswegen wurden die folgenden Experimente innerhalb der ersten sieben Tage nach
Transfektion geplant, damit das in die Zellen eingeschleuste Plasmid einen Einfluss auf

die Zellfunktion hatte.
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Abb. 6: Vergleich der ERa-Expression innerhalb von 20 Tagen bei pCMV3 und pCMV3-
ESR1

Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3 und pCMV3-ESR1 transfiziert. 3, 7, 10, 15 und 20 Tage
nach Transfektion wurden die Pellets gesammelt, um die ERa-Expression mithilfe des Western
blots darzustellen. Der Western blot wurde mit ImageJ quantifiziert, indem jede ERa-Bande auf
den zugehdrigen R-Aktin  Wert normalisiet wurde. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung aus n = 2.
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Abb. 7: Western blot: Vergleich der ERa-Expression innerhalb von 20 Tagen bei pCMV3
und pCMV3-ESR1 (n=2)

Legende: V = pCMV3 transfizierte MCF-7-Zellen, ESR1 = pCMV3-ESR1 transfizierte MCF-7-
Zellen, kDa = Kilodalton, d = Tage
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3.2 Durchflusszytometrie: 3, 7 und 10 Tage nach Transfektion

Die Durchflusszytometrie wurde durchgefithrt, um den Anteil der ERa-
iiberexprimierenden MCF-7-Zellen in der ersten Woche nach Transfektion zu
quantifizieren. Hierfiir wurden die MCF-7-Zellen transient mit pCMV3 und pCMV3-
ESRI transfiziert. Danach wurden nach 3, 7 und 10 Tagen Pellets fiir die
Durchflusszytometrie gesammelt. Die Einstellungen konnen aus Abb. 8 entnommen
werden. Die Durchflusszytometrie zeigte, dass an Tag drei die Hilfte der MCF-7WV!-
Zellen ERa iiberexprimierten. Es wurde eine Signalverschiebung von 103 bis 10° nach
10° bis 10° gemessen. Zusétzlich bildete das ERa-Signal im Histogramm eine ,,Schulter
aus wenigen Zellen, die ERa hoch exprimierten. Die statistischen Werte Mean und
Median wurden von MCF-7%"T und MCF-7"" berechnet, um sie danach ins Verhéltnis zu
setzen. MCF-7%VT-Zellen zeichneten sich mit einer 6-fach hoheren Mean als MCF-71V-
Zellen aus. An Tag sieben und zehn war keine Signalverschiebung mehr sichtbar. Das
Verhiltnis von pCMV3-ESR/pCMV3 unterschied sich an Tag sieben mit 1,28 und an
Tag zehn mit 0,95 kaum (Abb.9). Da die transfizierten Zellen sieben und zehn Tage nach
Transfektion kaum noch adhirent wuchsen, wurde geschlussfolgert, dass sie vermehrt

apoptotisch wurden, weshalb die Transfektionsbedingungen optimiert werden mussten.
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Abb. 8: FlowJo Einstellung

Einstellung:

1. Cells: x-Achse: FSC-A:: FSC-A, y-Achse: SSC-A::SSC-A

2. Single cells: x-Achse: FSC-A:: FSC-A, y-Achse: FSC-H::FSC-H

3. Histogramm: x-Achse: FL5-A:: bodipy ox. B252-A, y-Achse: Histogramm
Zuerst wurden die intakten Zellen von Zelltrimmern und Detritus im FSC-A/SSC-A Kanal
abgegrenzt. AnschlieBend erfolgte eine Selektion der Einzelzellen, um Doppelzellen oder
Zellaggregate auszuschlie®en. Die definierte Zellpopulation wurde im Anschluss hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitdt im Kanal FL5-A:: bodipy ox. B252-A untersucht. Das resultierende
Histogramm veranschaulicht die Fluoreszenzverteilung in den Einzelzellen. Eine Verschiebung
des Peaks nach rechts entspricht einer erhéhten Fluoreszenzintensitat und weist auf eine
starkere Expression von ERa hin.
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Abb. 9: Durchflusszytometrie: Vergleich der ERa-Expression 3,7, und 10 Tage nach
transienter Transfektion mit pPCMV3-ESR1 (n=2, jeweils 2 Replikate)

Die MCF-7-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV3 und pCMV3-ESR1 transfiziert. Nach 3, 7
und 10 Tagen wurden die Pellets fir die Durchflusszytometrie gesammelt. AK: primar: ERSP1;
sekundar: Alexa Fluor 488 goat anti-rabitt

Legende: lila = pCMV3-ESR1 transfizierte MCF-7-Zellen, blau = pCMV3 transfizierte MCF-7-
Zellen

3.3 Optimierung der Transfektionsbedingungen

Um die Zellviabilitit der transfizierten Zellen zu steigern, wurde 4, 24 oder 72 h nach
transienter Transfektion das Zellkulturmedium erneuert. Die Zellmorphologie wurde vor
jedem Mediumwechsel mit dem Mikroskop am CellCelector untersucht. Die Analysen
zeigten, dass die Zellviabilitit bei einem Mediumwechsel nach 4 h hoher war als bei
einem Mediumwechsel nach 24 oder 72 h. Bildmorphologisch konnten nach einem
spateren Mediumwechsel deutlich mehr apoptotische, nicht adhdrente transfizierte Zellen
unter dem Mikroskop erkannt werden (Abb. 10).

Es stellte sich nun die Frage, ob der friihe Mediumwechsel 4 h nach Transfektion die
Transfektionseffizienz beeintriachtigt hat. Die Plasmid- und Transfektionsreagenzien
wurden durch den Wechsel friihzeitig entfernt, weshalb moglicherweise das Plasmid noch
nicht vollstindig von den MCF-7-Zellen aufgenommen wurde. Eine reduzierte

Plasmidaufnahme konnte somit zu einer geringen ERa-Expression fiihren.
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Abb. 10: Zellmorphologie der transient transfizierten MCF-7-Zellen bei einem

Mediumwechsel nach 4, 24, und 72 h (n=2)
Fortfiihrung siehe Seite 51
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Zu Abb. 10:

Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3 und pCMV3-ESR1 transfiziert und auf einer 6-Well Platte
kultiviert. Hierfiir wurde das RPMI-Zellkulturmedium verwendet. 4, 24 und 72 h nach Transfektion
wurde das Medium erneuert. Vor jedem Mediumwechsel wurde die Zellmorphologie mit dem
CellCelector dokumentiert. Die Pfeile zeigen reprasentativ auf abgerundete, nicht adharente und
apoptotische Zellen.

Legende: pCMV3 = pCMV3 transfizierte MCF-7-Zellen, pCMV3-ESR1 = pCMV3-ESR1
transfizierte MCF-7-Zellen, MW = Mediumwechsel; h = Stunde; um = Mikrometer

Einstellung: 2.000 light, 8x Brightfield Mafstab: 200 pm

3.4 Western blot: ERa-Expression nach einem Mediumwechsel 4, 24 oder 72 h
nach Transfektion
Um zu untersuchen, ob der frithzeitige Mediumwechsel die Uberexpression von ERa
negativ beeinflusste, wurden die MCF-7-Zellen auf einer 6-Well Platte ausgesit und mit
pCMV3 und pCMV3-ESR] transfiziert. Danach wurde das Medium nach 4, 24 oder 72 h
gewechselt. Im Anschluss wurde die Platte fiir zwei Tage kultiviert und die Pellets wurden
insgesamt sechs Tage nach Transfektion flir den Western blot geerntet. Im Western blot
konnte unabhingig vom Zeitpunkt des Mediumwechsels eine ERa-Uberexpression
dargestellt werden. Der Unterschied zwischen MCF-7Y- und MCF-7V1-Zellen war
signifikant (Abb.11,12). Daher scheint der Mediumwechsel nach 4 h die Uberexpression

von ERa im Western blot nicht negativ zu beeinflussen.
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Abb. 11: Vergleich der ERa-Expression sechs Tage nach transienter Transfektion und
Mediumwechsel nach 4, 24 oder 72 h

Die MCF-7-Zellen wurden auf einer 6-Well Platte ausgesat und erneut mit pCMV3 und pCMV 3-
ESR1 transfiziert. Danach wurde das Medium jeweils nach 4, 24 oder 72 h gewechselt. Die
Pellets wurden sechs Tage nach Transfektion fir den Western blot gesammelt. Der Western blot
wurde mit ImageJ quantifiziert, sodass ERa auf R-Aktin normalisiert wurde. Dargestellt sind
Mittelwert + Standardabweichung aus n = 3

Legende: blau = pCMV3 transfizierte MCF-7-Zellen, lila = pCMV3-ESR1 transfizierte MCF-7-
Zellen h = Stunde; Statistik: Two-Way ANOVA, Column Factor; ** = p < 0,01
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Abb. 12: Western blot: ERa-Expression sechs Tage nach transienter Transfektion und
Mediumwechsel nach 4, 24 und 72 h (n=3)

Legende: pCMV3 = pCMV3 transfiziete MCF-7-Zellen, pCMV3-ESR1 = pCMV3-ESR1
transfizierte MCF-7-Zellen, h = Stunde, kDa = Kilodalton

3.5 Durchflusszytometrie: Mediumwechsel nach 4, 24 und 72 h
3.5.1 Sechs Tage nach Transfektion

Die MCF-7-Zellen wurden wie in 3.4 vorbereitet und die Durchflusszytometrie wurde
sechs Tage nach Transfektion durchgefiihrt. Es wurde untersucht, wie viele MCF-7-
Zellen ERa nach Transfektion mit pCMV3 und pCMV3-ESR/ und einem
Mediumwechsel nach 4, 24 oder 72 h iiberexprimierten. In der Auswertung der ERa-
Expression waren pCMV3 und pCMV3-ESR/ transfizierte MCF-7-Zellen unabhéngig
vom Zeitpunkt des Mediumwechsels sechs Tage nach Transfektion kaum zu
unterscheiden. Es konnte keine relevante Signalverschiebung von MCF-7%T-Zellen
gemessen werden. Die Signalstirke lag zu jedem Zeitpunkt zwischen 10 und 10!
(Abb.13). Erneut wurde das Verhiltnis von Mean und Median von MCF-7%"- und MCF-
7YV-Zellen berechnet. Die Verhiltnisse von Mean lagen bei einem Mediumwechsel nach
4,24 und 72 h bei 1,23, 0,64 und 2,22. Es konnte geschlussfolgert werden, dass sich die
Expression von ERa sechs Tage nach Transfektion von MCF-7%1- und MCF-7-V-Zellen
kaum unterschied. Insgesamt war die Versuchsdauer des Experimentes vermutlich zu

lang, um die Uberexpression von ERa zu quantifizieren.
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Abb. 13: Durchflusszytometrie: sechs Tage nach transienter Transfektion und

Mediumwechsel nach 4, 24 und 72 h (n=1)

Die MCF-7-Zellen wurden auf einer 6-Well Platte ausgesat und am nachsten Tag wurde diese mit
pCMV3 und pCMV3-ESR1 transfiziert. Das Medium wurde nach 4, 24 oder 72 h gewechselt.
Sechs Tage nach Transfektion wurde die Durchflusszytometrie mit den ERSP1-AK und Alexa
Fluor 488 goat anti-rabitt AK durchgefihrt.

Legende: lila = pCMV3-ESR1 transfizierte MCF-7-Zellen, blau = pCMV3 transfizierte MCF-7-
Zellen

3.5.2 Drei Tage nach Transfektion

Um zu untersuchen, ob eine Signalverschiebung drei Tage nach Transfektion mit
pCMV3-ESRI nachweisbar war, wurde die Durchflusszytometrie erneut durchgefiihrt.
Die Analysen zeigten, dass in den MCF-7V!-Zellen eine Signalverschiebung zur hoheren
Signalstirke unabhidngig vom Zeitpunkt des Mediumwechsels gemessen werden konnte.
Die Signalstirke lag hauptsichlich bei 10*bis 10°. Ein Zellanteil bildete eine ,,Schulter
aus, sodass eine Signalstirke von 10%-107 gemessen wurde und wenige MCF-7-Zellen
ERa am stérksten exprimierten. Das Verhéltnis von Mean wurde wie in den vorherigen
Experimenten zuvor bestimmt. Nach dem vierstiindigen Mediumwechsel wurde ein
Verhiltnis von 4,38 quantifiziert. Nach dem 24 und 72 h Mediumwechsel stieg das
Verhiltnis bis auf 9,81 und 8,65 an. Als Negativkontrolle wurden die transfizierten Zellen
ungefirbt gemessen, sodass die Signalstirke bei 10° bis 10° lag (Abb.14). Aus diesem
Ergebnis konnte geschlussfolgert werden, dass der Mediumwechsel 4 h nach Transfektion
zu einer ERa-Uberexpression in MCF-7%VT-Zellen fiihrte. Da zuvor mikroskopisch eine
deutliche Steigerung der Zellviabilitét sichtbar wurde und im Western blot sowie in der
Durchflusszytometrie eine Uberexpression quantifiziert werden konnte, wurde in den

folgenden Experimenten ein Mediumwechsel 4 h nach Transfektion eingefiihrt.
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Abb. 14: Durchflusszytometrie: drei Tage nach transienter Transfektion und
Mediumwechsel nach 4, 24 und 72 h (n=3)

Die MCF-7-Zellen wurden auf einer 6-Well Platte ausgesat und mit pCMV3-ESR7 und pCMV3
transfiziert. Jeweils nach 4, 24 oder 72 h wurde das Medium gewechselt. Nach drei Tagen wurden
die Pellets fur die Durchflusszytometrie gesammelt. Folgende AK wurde fir die Anfarbung
verwendet:  primar. ERSP1, sekundar: Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit
Legende: lila = pCMV3-ESR1 transfizierte MCF-7-Zellen, blau = pCMV3 transfizierte MCF-7-
Zellen, hellblau = ungefarbte pCMV3 transfizierte MCF-7-Zellen, hell-lila = ungefarbte pCMV3-
ESR1 transfizierte MCF-7-Zellen

3.6 Western blot: ERa-Expression in MCF-7Y5375-Zellen in Charcoal-stripped
FCS-Medium und RPMI-Medium
Um die ERa-Expression in MCF-7Y3375-Zellen zu untersuchen, wurde ein Western blot
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die MCF-7-Zellen in drei Gruppen eingeteilt. In der ersten
Gruppe wurden die MCF-7-Zellen mit Transfektionsreagenz ohne Plasmid behandelt
(=Negativkontrolle). Das RPMI-Medium wurde nach 4, 24 oder 72 h gewechselt. In der
zweiten Gruppe (=Positivkontrolle) wurden die MCF-7-Zellen mit pCMV3-Y537S
transfiziert. Das RPMI-Medium wurde jeweils nach 4, 24, oder 72 h durch Charcoal-
stripped FCS-Medium ersetzt. In der dritten Gruppe wurden die MCF-7-Zellen mit
pCMV3-Y537S transfiziert. Das RPMI-Medium wurde jeweils nach 4, 24 oder 72 h
erneuert. Die Pellets wurden sechs Tage nach Transfektion gesammelt. Das Western blot
Ergebnis zeigte, dass MCF-7Y%75_Zellen eine relevante Uberexpression von ERa
unabhingig von der Mediumzusammensetzung und dem Zeitpunkt des Mediumwechsels
im Vergleich zur Negativkontrolle aufwiesen. In der Negativkontrolle wurde ER«a
unabhingig vom Zeitpunkt des Mediumwechsels schwach exprimiert (Abb.15, 16). Es
scheint, dass die exogen exprimierte ESR/-Mutation Y537S sowohl im RPMI-Medium
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als auch im Charcoal-stripped FCS-Medium unabhingig vom Zeitpunkt des

Mediumwechsels ERa {iberexprimierte.
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Abb. 15: Vergleich der ERa-Expression in Y537S transfizierten Zellen und Kultivierung in
RPMI-Medium und Charcoal-stripped FCS-Medium, sechs Tage nach Transfektion

Die MCF-7-Zellen wurden auf einer 6-Well Platte ausgesat und am Folgetag mit pCMV3-Y537S
transfiziert. Das Medium wurde 4, 24, und 72 h nach der Transfektion gewechselt. In einer Gruppe
wurde weiterhin das RPMI-Medium verwendet. Die anderen pCMV3-Y537S transfizierten MCF-
7-Zellen wurden zu diesen Zeitpunkten auf Charcoal-stripped FCS-Medium gesetzt. Als
Negativkontrolle wurden MCF-7-Zellen ausgeséat, ausschlieRlich mit den Reaktionsreagenzien
aus dem Lipofectamine® 3000 Kit behandelt und in RPMI-Medium kultiviert. Sechs Tage nach
Transfektion wurden die Pellets fiir den Western blot gesammelt. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung aus n = 2

Legende: sFCS = Charcoal-stripped FCS-Medium, FCS = FCS-haltiges RPMI-Medium, RR =
Reaktionsreagenz

Y537S + sFCS Y537S + FCS RR + FCS
= = = = N = -
= I & 3 3 ® < 3 R

75 kDa

ER« —— e —
BoAktin WP

Abb. 16: Western blot: ERa-Expression in pCMV3-Y537S transfizierten MCF-7-Zellen und
Kultivierung in RPMI-Medium und Charcoal-stripped FCS-Medium, sechs Tage nach

50 kDa

50 kDa

37 kDa

Transfektion (n=2)

Legende: Y537S = pCMV3-Y537S transfizierte MCF-7-Zellen, sFCS = Charcoal-stripped FCS-
Medium, FCS = FCS-haltiges RPMI-Medium, RR = Reaktionsreagenz, h = Stunde; kDa =
Kilodalton
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3.7 Sanger-Sequenzierung: MCF-7Y5375-Zellen Kkultiviert in Charcoal-stripped
FCS-Medium und RPMI-Medium
Mithilfe der Sanger-Sequenzierung wurde iiberpriift, ob die Y537S-Mutation nach
transienter Transfektion transkribiert wurde. Dabei wurde evaluiert, ob der Nachweis von
der Mediumzusammensetzung (Charcoal-stripped FCS-Medium, RPMI-Medium) und
von der Inkubationszeit (Mediumwechsel nach 4, 24 oder 72 h) abhingig ist.
Hierfiir wurden die Zellen wie in 3.6 vorbereitet und die Pellets wurden sechs Tage spéater
gesammelt. Danach wurde die RNA isoliert, die cDNA synthetisiert und eine PCR zur
Amplifikation der Zielsequenz durchgefiihrt. Die DNA wurde aus dem Gel fiir die
Sanger-Sequenzierung extrahiert. Im ESR/-Gen in Exon 8 codiert die WT-cDNA-
Sequenz TAT an Position ¢.1609-1611 fiir die Aminosdure Tyrosin. Bei der Y537S-
Mutation ist das Codon zu TCT veréndert, was fiir Serin codiert.
In allen Proben der Negativkontrolle wurde -wie erwartet- unabhingig vom Zeitpunkt des
Mediumwechsels die Basenabfolge TAT der WT-Sequenz identifiziert. In den MCF-7-
Zellen, die mit Y537S transfiziert und im RPMI-Medium sowie im Charcoal-stripped
FCS-Medium kultiviert wurden, konnte die Basenabfolge der Mutation TCT
nachgewiesen werden. Unabhédngig vom Zeitpunkt des jeweiligen Mediumwechsels
wurde die Mutation in den transfizierten Zellen bestétigt. An der Position der Y537S-
Mutation sind klare Einzelpeaks sichtbar (Abb.17).
Aus diesen Ergebnissen konnte geschlussfolgert werden, dass die Y537S-Mutation
unabhingig von der Zusammensetzung des Mediums in den transfizierten Zellen
transkribiert wurde. Die Mutation wurde ohne Hinweise auf gemischte Sequenzen, wie
beispielsweise Doppelpeaks, detektiert, sodass die Sequenzen des WT in den

transfizierten Zellen nicht erkennbar waren.
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Abb. 17: Sanger-Sequenzierung: von pCMV3-Y537S transfizierten MCF-7-Zellen kultiviert
im RPMI-Medium und Charcoal-stripped FCS-Medium, sechs Tage nach Transfektion (n=2)

Die MCF-7-Zellen wurden auf einer 6-Well Platte ausgesat und am Folgetag mit pPCMV3-Y537S
transfiziert. Das Medium wurde 4, 24, und 72 h nach Transfektion gewechselt. In einer Gruppe
wurde weiterhin das RPMI-Medium verwendet. Die anderen pCMV3-Y537S transfizierten MCF-
7-Zellen wurden zu diesen Zeitpunkten auf Charcoal-stripped FCS-Medium gesetzt. Sechs Tage
nach Transfektion wurden die Pellets geerntet. Danach wurde die RNA isoliert, die cDNA
synthetisiert, zwei PCRs durchgefiihrt und die DNA aus dem Agarose-Gel extrahiert

Legende: sFCS = Charcoal-stripped FCS-Medium; FCS = FCS-haltiges RPMI-Medium; RR =
Reaktionsreagenz, h = Stunde

3.8 qPCR: TFF1-Expression in MCF-7Y375- und MCF-7"1-Zellen in 10° M
Ostradiol und unter Ostradiolentzug

Die etablierten MCF-7-Klone wurden unter Ostradiolentzug sowie in Anwesenheit von

10° M Ostradiol kultiviert, um die konstitutive ERa-Aktivierung durch die Y537S-

Mutation zu iiberpriifen. Die Expression des ERa-Zielgens TFFIwurde in MCF-7%T-und

MCEF-7Y3375_Zellen mithilfe der gPCR gemessen. Unsere Hypothese war, dass die Y537S-

Mutation aufgrund ihrer ligandenunabhingigen Aktivitit auch unter Ostradiolentzug eine

erhohte TFF1-Expression aufweist. Hierfiir wurden die transient transfizierten Zellen
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insgesamt fiir zwei Tage in 10 M Ostradiol oder unter Ostradiolentzug kultiviert. Nach
RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und qPCR-Analyse zeigte sich, dass sowohl in MCF-
7WT. als auch in MCF-7Y°¥S_Zellen die TFF1-Expression durch die Ostradiolgabe
signifikant induziert wurde (Abb.18). Die erwartete ligandenunabhéngige Aktivitit der
Y537S-Mutation konnte unter den gewéhlten Bedingungen nicht nachgewiesen werden.
Fiir nachfolgende Experimente wurde geschlussfolgert, dass die Methodik optimiert
werden sollte, indem die Zellen in 10~'* M Ostradiol kultiviert werden, um eine mdgliche
Sensitivitit der MCF-7Y3375-Zellen fiir sehr niedrige Hormonzusitze zu priifen.

Zusitzlich sollte eine Positivkontrolle etabliert werden.
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Abb. 18: TFF1-Expression bei pCMV3-ESR17 und pCMV3-Y537S transfizierten MCF-7-Zellen
unter Ostradiol(entzug), sechs Tage nach Transfektion

Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3-ESR71 und pCMV3-Y537S transfiziert. Die Zellen wurden
auf Charcoal-stripped FCS-Medium gesetzt und danach in 10° M Ostradiol und unter
Ostradiolentzug fir zwei Tage kultiviert. Am sechsten Tag wurden die Pellets gesammelt, um die
RNA zu isolieren, die cDNA zu synthetisieren und die gPCR durchzufiihren. Aus den Ergebnissen
vom TFF1- und PDH-Primer wurde der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet,
sodass die Differenz und 2*A (Differenz) bestimmt werden konnte. Dargestellt sind Mittelwert +
Standardabweichung aus n = 3.

Legende: + E = 10° M Ostradiol, - E = Ostradiolentzug; Statistik: Die Analyse wurde mit
logarithmierten Werten durchgefiihrt. Two-Way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons test ** =
p <0,01, ** =p<0,001
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3.9 MTT-Assay: Vergleich der Zellviabilitit von MCF-7 und MCF-7-LTED-Zellen
Um fiir die folgenden Versuche eine Positivkontrolle einzufiihren, wurde die Zelllinie
MCF-7-LTED ausgewdhlt. Diese sind durch eine endogene Y537S-Mutation
charakterisiert. Aufgrund der mutationsbedingten konstitutiven Aktivierung von ER«a
wurde ein Wachstumsvorteil unter niedrigen Ostradiolkonzentrationen erwartet. Zur
Verifizierung dieses Vorteils wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt, bei dem die MCF-7-
Zellen mit den MCF-7-LTED-Zellen verglichen wurden. Die Zelllinien wurden insgesamt
fiir zwei Tage in Ostradiolkonzentrationen von 107 bis 10"'* M kultiviert. Am fiinften Tag
des Experiments wurde die Zellviabilitit gemessen. Die Auswertung zeigte, dass die
MCF-7-LTED-Zellen einen Wachstumsvorteil in niedrigen Ostradiolkonzentrationen von
0 bis 10"'"* M aufwiesen. Im Charcoal-stripped FCS und 107'>° M Ostradiol wiesen die
MCF-7-LTED-Zellen einen signifikanten Vorteil gegeniiber den MCF-7-Zellen auf. In
hohen Konzentrationen ndherten sich die beiden Graphen der Zelllinien an, sodass MCF-
7-Zellen und MCF-7-LTED-Zellen in hohen Ostradiolkonzentrationen gleich stark
wuchsen (Abb. 19).
Aus diesem Ergebnis konnte geschlussfolgert werden, dass die MCF-LTED-Zellen
Ostradiolunabhingig wuchsen. Aus diesem Grund wurden die Zellen fiir die folgenden
Experimente als Positivkontrolle eingefiihrt.
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Abb. 19: MTT-Assay: MCF-7-Zellen und MCF-7-LTED-Zellen kultiviert in einer
Ostradiolverdiinnungsreihe

Die MCF-7-Zellen und MCF-7-LTED-Zellen wurden auf einer 96-Well Platte ausgesat. Die Zellen
wurden in Ostradiolkonzentrationen von 10 bis 10" M kultiviert. Die einzelnen Ergebnisse
wurden auf 10° M Ostradiol normalisiert. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung aus
n=3

Legende: blau = MCF-Zellen, griin = MCF-7-LTED-Zellen, LTED = longterm estrogen deprivation
M = molar; Statistik: Two-Way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons test *** = p < 0,001, * =
p <0,05
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3.10 qPCR-Optimierung: TFF1-Expression in 10> M und 10° M Ostradiol

Um die qPCR von 3.8 zu optimieren, wurden die transfizierten Zellen in 1073 M und 10
% M Ostradiol kultiviert. Es sollte ausgeschlossen werden, dass die Y537S-Mutation
geringe Ostradiolkonzentrationen bendtigt, um konstitutiv aktiv zu sein. pPCMV3-ESRI,
pCMV3 und pCMV3-Y537S Plasmide wurden fiir dieses Experiment hinzugezogen. Die
transfizierten Zellen wurden in 10> M und 10 M Ostradiol fiir zwei Tage kultiviert.
Zusitzlich wurden die MCF-7-LTED-Zellen und die MCF-7-Zellen als Positiv- und
Negativkontrolle hinzugezogen. Die Ratio zwischen 103 M und 10 M Ostradiol wurde
berechnet, um die Ergebnisse auszuwerten. Die MCF-7"V-, MCF-7%!-Zellen und die
Negativkontrolle MCF-7-Zellen zeigten bei Reduktion des Ostradiolspiegels jeweils
einen signifikanten Riickgang der TFF1-Expression. Bei der Y537S-Mutation zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen 10 M und 10° M Ostradiol (p = 0,14), was
mit der erwarteten konstitutiven Aktivierung des Rezeptors tibereinstimmt. Im Vergleich
dazu zeigte die Positivkontrolle MCF-7-LTED-Zellen ebenfalls keinen signifikanten
Riickgang der TFF1-Expression bei abnehmender Ostradiolkonzentration (p = 0,69). Wie
erwartet sind die MCF-7-LTED-Zellen an die hormonarmen Bedingungen angepasst,
sodass die die TFF1-Expression unabhiingig von Ostradiol reguliert wird (Abb.20). In
den MCF-7Y>¥75_Zellen lieB sich somit eine Tendenz zur dstradiolunabhéngigen TFF1-
Expression beobachten, die deutlich schwicher als in der Positivkontrolle der MCF-7-
LTED-Zellen ausfiel. Die endogen und exogen eingefiihrte ERa-Mutation Y537S konnte

daher eine Ostrogenunabhingige TFF1-Expression begiinstigen.
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Abb. 20: TFF1-Expression in transient transfizierten MCF-7-Zellen mit Ratio Bildung 10
3/10° M, sechs Tage nach Transfektion

Die MCF-7-Zellen wurden mit pPCMV3-ESR71 und pCMV3-Y537S transfiziert. Die Zellen wurden
auf Charcoal-stripped FCS-Medium gesetzt und danach in 10°M und in 10-'* M Ostradiol firr zwei
Tage kultiviert. Am sechsten Tag wurden die Pellets gesammelt, um die RNA zu isolieren, die
cDNA zu synthetisieren und die qPCR durchzuflihren. Aus den Ergebnissen vom TFF1- und PDH-
Primer wurde der Mittelwert sowie die Standardabweichung aus n = 3 bestimmt, sodass die
Differenz und 2*A (Differenz) berechnet werden konnte. Danach wurden die Mittelwerte aller drei
Replikate gebildet, sodass die Ratio zwischen 10" und 10° M und die Standardabweichung
bestimmt werden konnte.

Legende: MCF-7-LTED = MCF-7 longterm estrogen deprivation; Statistik: Die Analyse wurde mit
logarithmierten Werten durchgefiihrt. Two-Way ANOVA mit Sidak’s multiple comparisons test ***
=p<0,001, ** =p<0,01

3.11 Kristallviolett: prozentuale Berechnung der Besiedlungsfliche von
transfizierten MCF-7-Zellen und MCF-7-LTED-Zellen
Das Ziel war weiterhin, die etablierten MCF-7-Zellklone unter unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen wie einem hormonfreien Medium und Medien mit
unterschiedlichen Ostradiolkonzentrationen analog zu untersuchen. Dabei sollte die
Besiedlungsflache als Surrogat fiir die Zellzahl eingesetzt werden. Die Besiedlungsfldche
von pCMV3, pCMV3-ESRI, pCMV3-Y537S transfizierten MCF-7-Zellen, MCF-7-
Zellen und MCF-7-LTED-Zellen wurde in den Ostradiolkonzentrationen von 0, 1073, 10-
und 10 M verglichen. Es wurde vermutet, dass bei niedrigen Ostradiolkonzentrationen
die Besiedlungsfliche der MCF-7Y3375-Zellen dichter als bei MCF-7Y -und MCF-7%V!-
Zellen war. Die MCF-7-Zellen wurden wie bei dem MTT-Assay vom Unterkapitel 3.9
transfiziert und kultiviert. Am sechsten Tag wurden die Zellen mit Kristallviolett

angefarbt. Die Besiedlungsflaiche wurde mit ImageJ berechnet. Die Einstellungen kdnnen

61



aus Abb. 21 entnommen werden. Die Auswertung zeigte folgenden Trend: Bei niedrigen
Ostradiolkonzentrationen war die Besiedlungsfliche der Positivkontrolle MCF-7-LTED
deutlich dichter als von den transfizierten MCF-7-Zellen einschlieBlich den MCF-7Y3375.
Zellen und der Negativkontrolle MCF-7. In niedrigen Ostradiolkonzentrationen wiesen
die transfizierten ~MCF-7-Zellen, einschlieBlich MCF-7Y337S,  eine  geringe
Besiedlungsdichte auf, mit steigender Ostradiolkonzentration ~wurde die
Besiedlungsfldache dichter. Der Main column effect zwischen MCF-7 und MCF-7-LTED
ist signifikant. Es zeigte sich somit ein signifikanter Unterschied der Besiedlungsfléche
von MCF-7 und MCF-7-LTED iiber alle Ostradiolkonzentrationen hinweg. Jedoch lief
sich auch ein signifikanter Main column effect zwischen MCF-7-LTED und Y537S
berechnen (Abb. 22, Abb. 23). Deswegen konnte aus diesem Ergebnis geschlussfolgert

werden, dass mit dieser Methode der Wachstumsvorteil durch die exogen eingefiihrte

Y 537S-Mutation in niedrigen Ostradiolkonzentrationen nicht gezeigt werden konnte.

Abb. 21: Beispiel fiir die Berechnung der Besiedlungsflache mit ImageJ

ImageJ Einstellungen: Type 8 bit; Brightness: 50-255; Area: mean gray value, area fraction;
Treshold: Red area 70-200

Die einzelnen Bilder wurden in 8-Bit-Graustufen konvertiert und die Helligkeitswerte auf 50-255
begrenzt, um das Hintergrundrauschen zu reduzieren. Die Zellbesiedlung wurde mit mean gray
value und der area fraction gemessen. Pixel mit den Grauwerten zwischen 70-200 wurden als
positiv gefarbt definiert und visuell als rote Flache dargestellt. Die area fraction diente dabei als
Surrogat fur die Zellzahl, wahrend der mean gray value die Farbeintensitat widerspiegelt.
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Abb. 22: Kristallviolett Farbung: Vergleich der Besiedlungsflache in transfizierten MCF-7-
Zellen in Ostradiolkonzentrationen von 10-'* M bis 10° M (n=3)

Die MCF-7-Zellen wurden transient mit den Plasmiden pCMV3, pCMV3-ESR7 und pCMV3-
Y537S transfiziert. 4 h spater erfolgte ein Mediumwechsel. Die MCF-7-Zellen wurden auf
Charcoal-stripped FCS gesetzt und danach mit einer Ostradiolverdiinnungsreihe von 107'® M bis
10° M flr zwei Tage kultiviert. Am Folgetag erfolgte die Farbung mit Kristallviolett. Bei der
Auswertung wurden die Werte auf eine Ostradiolkonzentration von 10° M normalisiert.

Legende: MCF-7-LTED = longterm estrogen deprivation; M = molar; Statistik: Tukey's multiple
comparisons test; Main column effect, * = p<0,05, *** = p<0,001

Die Standardabweichungen der einzelnen Ergebnisse sind im Anhang einsehbar.
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Abb. 23: Kristallviolett Farbung: mikroskopische Abbildung der Besiedlungsflachen (n=2

mit jeweils 2 Replikaten)

Die MCF-7-Zellen wurden transient mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Nach 4 h
erfolgte der erste Mediumwechsel. Die MCF-7-Zellen wurden auf Charcoal-stripped FCS gesetzt
und danach mit einer Ostradiolverdiinnungsreihe von 107'® M bis 10" M furr zwei Tage kultiviert.
Am Folgetag erfolgte die Farbung mit Kristallviolett. Danach wurden die 96-Well Platten unter
dem Mikroskop Axio Observer mit der Festkorperlichtquelle Colibri 7 betrachtet. Nachfolgend
wurde die Besiedlungsflache der Zellen mithilfe von Imaged berechnet.

Legende: MCF-7-LTED = longterm estrogen deprivation; M = molar

64



4 Diskussion

4.1 Vorbemerkung

Unter der endokrinen Langzeittherapie entwickeln die meisten Patientinnen mit HR+
Mammakarzinomen Rezidive mit sekundéren Therapieresistenzen. Der hdufigste Grund
hierfiir sind ESR/-Mutationen, die zu einer konstitutiven Aktivierung von ERa fiihren.
Studien wie PADA-1 und Serena-6 zeigen bereits deutlich, dass eine frithzeitige
Intervention durch eine Therapieumstellung bei Detektion von ESR/-Mutationen mit
einem hoheren PFS einhergeht. Hierfiir werden die CTCs oder die zirkulierende Tumor-
DNA als Fliissigbiopsien aus dem Blut der Patientinnen auf ESR /-Mutationen analysiert.
Fir die Gewinnung sind keine invasiven, chirurgischen Eingriffe nétig, sodass die
Analysen repetitiv und mit einer geringen Belastung des Patientenwohls durchgefiihrt
werden. Neben den bereits bekannten und am héufigsten detektierten ESR/-Mutationen
Y537S und D538G, wurden in der Vorarbeit von Franken et al. 2020 bislang unbekannte
ESRI-Mutationen mithilfe der ESRI-Sequenzierung in CTCs nach endokriner Therapie
detektiert. Diese wurden zuvor noch nicht mit dem Mammakarzinom assoziiert. Ziel der
vorliegenden Promotionsarbeit war es, ein Modell zur funktionalen Testung dieser
neuartigen Mutationen zu entwickeln. Zur Positivkontrolle wurden MCF-7-LTED-Zellen
herangezogen, die iiber mehrere Monate unter Ostradiolentzug kultiviert und dabei ein
Klon mit endogener Y 537S-Mutation selektiert wurde (Hirao-Suzuki et al., 2020; Martin
et al., 2017). Zur Etablierung des Testsystems wurde das ESR/-Gen mithilfe des pCMV3
Plasmids exogen in MCF-7-Zellen transient transfiziert.

Unsere Daten zeigen, dass nach Transfektion mit ESR/, exogenes ERa innerhalb der
ersten Woche tiberexprimiert wurde. Um den Anteil der ERa-liberexprimierenden MCF-
7-Zellen in der ersten Woche nach Transfektion zu quantifizieren, wurde eine
Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Bereits sieben und zehn Tage nach Transfektion
konnte keine ERa-Uberexpression gemessen werden. Die transfizierten Zellen wuchsen
kaum noch adhirent. Daher wurde geschlussfolgert, dass die Transfektionsbedingungen
optimiert werden mussten. Das Transfektionsprotokoll wurde optimiert, indem ein
Mediumwechsel 4 h nach Transfektion eingefiihrt wurde. Unter dem Mikroskop konnte
eine erhohte Zellviabilitdit beobachtet werden. Der Western blot und die
Durchflusszytometrie bestitigten, dass der frithzeitige Mediumwechsel keinen negativen
Einfluss auf die Proteinexpression hatte. Ein wichtiger Schritt war die Hinzunahme der

MCF-7-LTED-Zellen als Positivkontrolle fiir den Effekt der Y537S-Mutation. Mit der
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MCF-7-LTED-Zelllinie konnten wir den MTT-Assay zur Wachstumsmessung, die gPCR
fiir das starke ERa-abhéngige Zielgen 7FF und das Zellwachstum unter Berechnung der
Besiedlungsflache via Kristallviolett einstellen.

Obwohl die Transfektion und die Nachweissysteme zu funktionieren scheinen - die
erfolgreiche Transfektion des Uberexpressionskonstruktes pCMV3-Y537S konnte im
Western blot und der Sanger-Sequenzierung bestitigt werden — lieB3 sich fiir die bekannte
aktivierende Mutante nach Transfektion keine messbare konstitutive Uberexpression von
ERa nachweisen. Daher wachsen diese Zellen auch nicht unabhingig vom ER-Liganden
Ostrogen. Ebenso war dessen Auswirkung auf eine ligandenunabhingige Expression von

TFF1 in der qPCR im besten Fall auch nur tendenziell nachweisbar.

4.2 Diskussion einzelner Untersuchungsaspekte
4.2.1 ERoa-Expression in transfizierten MCF-7-Zellen: Western blot vs.
Durchflusszytometrie

Im Western blot war eine signifikante ERa-Uberexpression 4, 24 und 72 h nach
transienter Transfektion mit pCMV3-ESRI nachweisbar. Dies konnte mittels
Durchflusszytometrie drei Tage nach Transfektion bestdtigt werden. Insgesamt erschien
die Expressionsstirke bei einem GroBteil der transfizierten MCF-7%1-Zellen im Vergleich
zur MCF-7"V-Kontrolle gesteigert zu sein. Zudem gab es eine kleine Zellpopulation mit
extrem gesteigerter ERa-Expression. Der Signalunterschied fiel im Western blot deutlich
stairker aus als in der Durchflusszytometrie, weil im Western blot die
Gesamtproteinmenge aus Proteinlysaten von ERa erfasst wurden. Mithilfe der
Durchflusszytometrie wird hingegen die Fluoreszenz jeder einzelnen Zelle gemessen und
analysiert. Somit werden wahrscheinlich wenige MCF-7-Zellen ERa stark {iiber
exprimieren, sodass ein hohes Gesamtprotein im Western blot bei einer geringen

Signalverschiebung in der Durchflusszytometrie gemessen wurde.

4.2.2 Nachweis der Y537S-Mutation in transfizierten MCF-7-Zellen mittels
cDNA-Synthese und Sanger-Sequenzierung

Des Weiteren wurden die MCF-7-Zellen mit pCMV3-Y 5378 transfiziert und das Medium
wurde entweder mit RPMI-Medium oder Charcoal-stripped FCS-Medium nach 4, 24 und
72 h gewechselt. Nach RNA-Isolierung und cDNA-Synthese erfolgten PCRs mit Gel-

Extraktion fiir die Sanger-Sequenzierung. Mithilfe der Sequenzierung wurden in den

66



MCF-7Y3¥5_Zellen unabhdngig vom Zeitpunkt des Mediumwechsels und der
Mediumzusammensetzung die Basenabfolge der Mutation TCT nachgewiesen.

Fiir die cDNA-Analyse gelten dieselben Limitationen wie beim Western blot. Ein
Mutationsnachweis in der cDNA weist nicht zwangsldufig darauf hin, dass alle Zellen der
Probe diese Mutation exprimieren. Eine kleine Zellpopulation mit hoher ektopischer
ERa-Expression tragt aufgrund der hohen Transkriptmenge erheblich zur cDNA-Menge
bei. Demgegeniiber kann eine groBere Zellpopulation mit niedriger ERa-Expression nur
geringe RNA-Mengen liefern, was ihren Einfluss auf die Gesamtheit der cDNA und somit

auf die ESR/-Analyse reduziert.

4.2.3 Kristallviolett: prozentuale Berechnung der Besiedlungsfliiche mit ImageJ

Unterschiedlich transfizierte MCF-7-Zellen wurden in einer Ostradiolverdiinnungsreihe
kultiviert, um mithilfe der Kristallviolettfirbung und Imagel die Besiedlungsfliche zu
berechnen. Dabei sollte die Besiedlungsflache als Surrogat fiir die Zellzahl fungieren.
Mithilfe der Farbung konnte bei der Positivkontrolle MCF-7-LTED-Zellen ein starkes
ostradiolunabhingiges Wachstum nachgewiesen werden. Bei MCF-7, MCF-7%T und
MCF-7"V-Zellen war das Wachstum wie erwartet in niedrigen Ostradiolkonzentrationen
schwach. Ebenfalls wurde erwartet, dass die MCF-7Y°¥5-Zellen aufgrund der
eingefilhrten ~ESR/-Mutation eine erhdhte Besiedlungsfliche in niedrigen
Ostradiolkonzentrationen im Vergleich zu MCF-7VT- oder MCF-7"V-Zellen aufwiesen.
Jedoch konnte kein verstarktes Wachstum nachgewiesen werden.

Die Kristallviolettfarbung ist eine Methode, mit der schnell und kostengiinstig die
Auswirkungen von Chemotherapeutika oder Chemikalien, die einen Einfluss auf das
Zellwachstum oder Uberleben haben, gemessen werden (Sanjai et al., 2024). Mit
Kristallviolett werden die Proteine oder die DNA von anhaftenden Zellen auf der
Zellkulturplatte angefarbt. Beim Zelltod 16sen sich die Zellen von der Platte ab und
werden nicht mit angefarbt. Somit wird der Zelltod indirekt quantifiziert und Aussagen
iiber die Proliferation kdnnen getroffen werden (Feoktistova et al., 2016).

Die Auswertung erfolgte manuell und gestaltete sich als sehr zeitaufwendig. Ebenfalls
wurden folgende Herausforderungen und die Gefahr folgender Artefaktmessungen
festgestellt, die bei der Beurteilung beriicksichtigt werden miissen. In den Bereichen mit
vielen, dicht besiedelten und daher kleinen Zellen, wurde die Zellzahl unterschitzt. In
locker besiedelten Flidchen reprédsentieren sich die Zellen groBer, sodass die Zellzahl

tiberschitzt werden konnte. Thresholding-Artefakte fiihrten dazu, dass ein niedriger
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Schwellenwert zu Hintergrundpixel fiihrt, die falschlicherweise als Zellen identifiziert
werden konnen. Zu hohe Schwellenwerte fithren dazu, dass Zellen nicht erkannt oder
nicht vollstandig in die Berechnung der Besiedlungsfliche einbezogen werden. Durch
zum Teil tiberlappende Zellmembranen kann das Programm die Zellgrenzen nicht sicher
differenzieren, sodass zu grof3e Fliachen berechnet werden.

Ravikumar et al. beleuchtete kritisch die quantitative zellmorphologische Bewertung
mittels ImagelJ. Es wurde dokumentiert, dass hier die Kerngroe fehlerhaft eingeschitzt
wurde. Bei geringer Kerndichte wurden die Grenzen genau differenziert. Je hoher die
Zelldichte war, desto ungenauer wurde die Darstellung der Kerngr6Be. Obwohl die
Schwellenwertalgorithmen optimiert wurden, konnten die genauen Grenzen schwer
detektiert werden. Die Zellgrenzen wurden nicht optimal reprisentiert. Einzelne Zellen
wurden meistens iiberschitzt, wohingegen ungeloste Zellen unterschitzt wurden
(Ravikumar et al., 2021). Die durch ImageJ berechnete Besiedlungsfliche kann somit nur
ndherungsweise als Surrogat fiir die Zellzahl eingesetzt werden.

Um diese Herausforderungen zu umgehen, konnte die Kristallviolettfarbung mithilfe der
Spektrophotometrie ausgewertet werden. Mithilfe der Kristallviolettfairbung wurden zum
Beispiel die in vitro Effekte eines neuartigen Ostradiol Analogons auf die
Zellproliferation und Morphologie von humanen, epithelialen
Gebdrmutterhalskarzinomen gemessen. Boyed et al. farbte die Zellen mit Kristallviolett
an, l6ste den absorbierten Farbstoff mit Triton x-100 auf, sodass folglich die
Absorptionsfahigkeit mithilfe eines Universal Mikroplatten Reader gemessen werden
konnte. Hiermit konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang nach Exposition mit
dem Ostradiol Analogon in den menschlichen Geb4rmutterhalskrebszellen nachgewiesen

werden (Boyd et al., 2018).

4.2.4 Ektopische ESRI-Mutation: transiente Transfektion mithilfe pCMV3
Plasmid
Um das ESRI-Gen oder die YS537S-Mutation exogen in die MCF-7-Zellen
einzuschleusen, wurden die Zellen transient mithilfe des Plasmids pCMV3 transfiziert.
Jedoch sind eine Vielzahl von Nachteilen bekannt, die zu einer Reduktion der
Transfektionseffizienz fiihren und dadurch den fehlenden Einfluss der Y537S-Mutation
in den durchgefiihrten Experimenten erkldren. Diese werden im Folgenden diskutiert:
Ektopisch eingefiihrte Gene konnen in das Wirtsgenom unspezifisch integriert werden

und zu einer genomischen Instabilitét fithren (Stepanenko & Heng, 2017). Insgesamt wird
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ein fremder Bestandteil in die Zelle eingeschleust, sodass die Zelle als Selbstschutz in
Apoptose gehen kann. Es entwickelt sich eine heterogene Zellpopulation, da sich die neu
eingefiihrten Gene nur in einem Subpool der Zellen befinden.

Die transiente Transfektion ist zeitlich begrenzt, da mit laufender Zellteilung das
eingeschleuste DNA-Fragment verloren geht. Die transfizierte DNA befindet sich
tempordr im Zellkern, sodass die Genaktivitét innerhalb der ersten 24 h, optimal nach 48-
96 h, beeinflusst wird. (Sheikh et al., 2017). Daher kann nicht von einer andauernden,
konstitutiven Genexpression ausgegangen werden (Chong et al., 2021), weshalb die
Experimente in einem kurzen Zeitfenster durchgefiihrt werden miissen, um die
Proteinexpression zu beurteilen. In unseren Western blot Experimenten wurde gezeigt,
dass die ERa-Uberexpression innerhalb der ersten Woche nach Transfektion messbar war,
weshalb die Experimente bis zu sechs Tage andauerten. Jedoch konnte der erwartete
Vorteil der Y537S-Mutation in den durchgefiihrten Experimenten nicht dargestellt
werden, weshalb kiirzere Zeitrdume bis zu 96 h nach Transfektion angestrebt werden
sollten. Dies wird in Kapitel 4.3 tiefergehend diskutiert.

Um eine maximale Transfektionseffizienz zu erreichen, miissen die folgenden
Bedingungen eingehalten werden: Die Passagenanzahl sollte unter 50 liegen. Je hoher die
Passagenzahl beim Zellsplitting, desto weniger Zellen lassen sich transfizieren. Eine
Zellkonfluenz von 80% sollte vor Transfektion erreicht sein, damit eine optimale
Proliferation gewihrleistet ist. Ist die Zelldichte zu gering, so wird der Zellkontakt oder
die Ubertragung von parakrinen Signalen, also die Sekretion von Wachstumsfaktoren
oder Zytokinen durch benachbarte Zellen, eingeschrinkt. Wenn die Zelldichte zu hoch
ist, ist die Aufnahme von Nukleinsduren erschwert und es kommt zu einer
Kontakthemmung (Heng et al., 2011; Sheikh et al., 2017). Wihrend der gesamten
Laborarbeit wurden die Rahmenbedingungen fiir eine optimale transiente Transfektion
eingehalten.

Die transiente Transfektion wurde mit dem Plasmid pCMV3 durchgefiihrt. Plasmide
konnen nur in sich teilende Zellen aufgenommen werden, da Plasmide {iber Endosome in
die Zelle geschleust werden, ins Zytoplasma gelangen und in den Kern eindringen. Im
Zytoplasma von eukaryotischen Zellen kann Plasmid-DNA eine zelluldre Stress- und
Entziindungsreaktion auslosen, da normalerweise keine freie DNA im Zytoplasma
aufzufinden ist. Wenn die DNA ins endosomale Kompartiment eintritt, kann es zu einer
Aktivierung von Toll-like Rezeptoren fiihren. Folglich werden in der intrazelluldren

Signalkaskade der Nuclear Factor kappa B (NF-kB) und mitogen aktivierende
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Proteinkinasewege aktiviert (Andreev et al., 2016). Nicht virale Vektoren zeichnen sich
generell mit einer geringen Transfektionseffizienz aus, indem die Plasmid-DNA héufig in
Lysosomen eingeschleust und abgebaut wird (Lechardeur & Lukacs, 2002).

Ein weiterer Nachteil der Plasmid-DNA Transfektion ist, dass aberrante mRNA-
Isoformen aus der Expressionskassette entstehen konnen. Griinde hierfiir sind kryptisches
oder alternatives Spleilen und alternative Promotoren in der 5’UTR. Im Reportergen
selbst, im Vektor Riickgrat oder auch im eingefligten DNA-Fragment konnen kryptische
Promotoren vorhanden sein. Aufgrund der kryptischen Promotoren und SpleiBstellen
konnen Reporter mRNAs entstehen, die ein unerwartetes 5‘UTR besitzen. Somit konnen
urspriinglich vorhandene regulatorische Eigenschaften verloren oder neue Eigenschaften
gewonnen werden. Bereits kleine Mengen dieser fehlerhaften Transkripte konnen die
Ergebnisse erheblich beeinflussen, obwohl die Transkripte noch nicht einmal im Nothern
Blot nachgewiesen werden konnen (Andreev et al., 2016).

Da zahlreiche Nachteile der Plasmid-Transfektion nicht beeinflusst werden konnen, ist
die Aussagekraft zur ERa-Expression nach Einfiihrung der Y537S-Mutation nur begrenzt
moglich. Obwohl Kontrollzelllinien mit LV mitgefiihrt wurden, zeigen Stepaneko et al.,
dass die alleinige Anwendung des Transfektionsprotokolls zu Stressreaktionen und zur
genomischen Instabilitdt fithrt. Die Annahme, dass transfizierte LV zytogenetisch und
phénotypisch unveréndert bleiben, ist nicht universell giiltig (Stepanenko & Heng, 2017).
Vor diesem Hintergrund sollten weitere Transfektionsmethoden oder auch kiirzere
Untersuchungszeitraume in Betracht gezogen werden, um den Einfluss der ESRI-

Mutationen adéquat testen zu konnen.

4.3 Diskussion weiterer Transfektionsmethoden und funktionaler Testungen
4.3.1 Optimierung der transienten Transfektion und Etablierung des ERE-
Luciferase-Assays

Trotz transienter Transfektion mit Plasmiden, die die bereits bekannte aktivierende
Y537S-Mutation enthalten, ist kein Ostradiolunabhingiges Wachstum mit der
Kristallviolettfarbung nachweisbar. Ebenfalls konnte in der qPCR ausschlieBlich ein
Trend fiir eine Ostradiolunabhiangige TFF1-Expression illustriert werden. Die Zellen sind
gegeniiber der Depletion des Liganden Ostrogen nicht unabhiingig. Die
Experimentendauer wurde durch den Western blot in 3.1 festgelegt. Hier konnte eine
ERa-Uberexpression innerhalb der ersten Woche nach Transfektion gemessen werden.

Jedoch wurde bereits diskutiert, dass die Genaktivitit optimal nach transienter
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Transfektion innerhalb von 48-96 h beeinflusst wird. Daher ist es moglich, dass die
Resistenz gegeniiber der Ostradiol-Depletion aufgrund der Versuchsdauer von fiinf bis
sechs Tagen nicht erfasst werden konnte. Um die Intervalle zu verkiirzen und somit den
Einfluss der Y537S-Mutation darzustellen, sollte in Zukunft ein neuer Readout eingefiihrt
werden. Die Methoden und die Readout Testungen wurden in Tabelle 15
gegeniibergestellt.

Mithilfe des ERE-Luciferase-Assays beschrieb Barua et al. bereits der Vorteil der
Mutation durch eine erhohte ERE-Transporteraktivitit bei allen mutierten ESRI-
Konstrukten im Vergleich zum WT. Die MCF-7-Zellen wurden mit folgenden Plasmiden
transient transfiziert: pcDNA-HA-ER WT, pcDNA-HA-ER Y537S, pcDNA-HA-ER
D538G, ERE-Luciferase-Reporterplasmid und  (-Galactosidase-Plasmid.  Als
Transfektionsreagenz wurde Turbofect von Thermo Fisher verwendet. Bereits 24 h nach
Transfektion wurde die Glihwiirmchen-Luciferase-Aktivitdit mit dem Promega-
Luciferase-Testsystem gemessen (Barua et al., 2020). Im Vergleich zu den selbst
durchgefiihrten Experimenten konnte die Auswertung bereits 24 h nach Transfektion
erfolgen. Ebenfalls wurde als Transfektionsreagenz Turbofect verwendet. Turbofect
zeichnet sich mit einer hoheren Zellviabilitdt durch geringe Toxizitdt aus. Somit konnte
zusétzlich in Betracht gezogen werden, die Transfektionsreagenzien fiir eine optimale
Effizienz anzupassen.

Um die Wirkung von Fulvestrant bei Patientinnen mit aktivierenden ESR/-Mutationen zu
untersuchen, verwendeten Kingston et al. eine transiente Transfektion von MCF-7-Zellen
mit pcDNA3.1+/C-DYK-Plasmiden mit oder ohne ESR/-Mutationen (Y537S/C) sowie
einen ERE-Luciferase-Assay. Nach Transfektion mit FuGENE,
Ostrogenrezeptorkonstrukten,  Ostrogenantwort-Elementen ~ gekoppelt —mit  der
Gliihwiirmchen-Luciferase und der Renilla-Luciferase wurden die Zellen fiir mit
Ostradiol und Fulvestrant behandelt. Bereits nach 48 h zeigte der ERE-Luciferase Assay,
dass Y5378 eine hohere Resistenz gegeniiber Fulvestrant verursachte als Y537C. Die in
vitro Ergebnisse standen im Einklang mit den klinischen Daten, da das PFS unter
Fulvestrant-Therapie bei Y537C-Mutationen 3,1-fach hoéher lag als bei Y537S-
Mutationen (Kingston et al., 2024). Kingston et al. site die MCF-7-Zellen fiir die
transiente Transfektion auch auf einer 6-Well Platte aus. Dabei wurden 250.000 Zellen
pro Well ausgezdhlt. Im Vergleich zu den eigenen Experimenten wurde somit nur die
Hilfte der Zellzahl pro Well ausgesit. Da die Transfektionseffizienz auch von der

Zelldichte abhédngig ist (Sheikh et al., 2017), konnten 550.000 Zellen pro Well in den
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eigenen Versuchen bereits zu hoch gewesen sein. Daher besteht die Moglichkeit, die
Zellzahl in Zukunft zu reduzieren.

Dariiber hinaus wurde der ERE-Luciferase-Assay nicht nur beim Mammakarzinom
erfolgreich angewendet. Primenopausale Frauen zeichnen sich mit einem erhdhten
Risiko fiir papilldre und follikuldre Schilddriisenkarzinome aus. Aufgrund dessen sollte
die Rolle von Ostrogenen in der Krebsentstehung sowie die Wirkung von SERMs und die
ERo/ERB-Expression in drei Schilddriisenzelllinien untersucht werden. Die Transfektion
fiir den ERE-Luciferase-Assay erfolgte unter anderem mit FuGENE 6 und pcDNA3.1
Plasmide fiir ERo/B. 18 h nach Transfektion wurden die Zellen mit Ostradiol, Fulvestrant,
4-Hydroxytamoxifen und Raloxifen behandelt. Nach 30 h wurde die Messung
durchgefiihrt. Die Ergebnisse prisentierten keinen Einfluss von Ostradiol auf die
Luciferase-Aktivitdt in den Schilddriisenkarzinomzellen. Hingegen wurde eine 2-fache
Erhohung in MCF-7-Zellen gemessen. In MCF-7-Zellen hemmten Fulvestrant und 4-
Hydroxytamoxifen die dstrogeninduzierte Aktivitat (Kumar et al., 2010).

Des Weiteren bleibt zu diskutieren, ob in den durchgefiihrten Experimenten bereits die
optimale Dosierung des Transfektionsreagenzes Lipofectamine 3000 verwendet wurde.
Mahmoudian et al. untersuchte die Transfektionseffizienz und die Zellsterblichkeit in
humanen Osophagus-Plattenepithelkarzinomen mithilfe der GFP-Expression unter der
Verwendung von Lipofectamine 3000. Es konnte gezeigt werden, dass die
Transfektionseffizienz mit hoherer Plasmid-DNA Konzentration und geringer Menge von
Lipofectamine 3000 anstieg. Es wurde eine Transfektionseffizienz von 95 % bei 1,5 ng
Plasmid-DNA und 1 pl Lipofectamine 3000 erreicht. Jedoch wurde ein Zelltod von 58 %
der Zellen gemessen, weshalb Lipofectamine aufgrund der erhohten Zellsterblichkeit
vermutlich nicht geeignet fiir die Transfektion von Osophaguskarzinomzellen ist
(Mahmoudian et al., 2020). In Anbetracht dessen konnte die Dosis von Lipofectamine
oder der Plasmid-DNA experimentell angepasst werden, um zu untersuchen, ob bereits
die optimalen Transfektionsbedingungen in den durchgefiihrten Experimenten
angewendet wurden.

Zusammenfassend sollte in Zukunft der ERE-Luciferase-Assay als neue Readout-
Methode eingesetzt werden, da hiermit bereits erfolgreich die Vorteile der Y537S-
Mutation nachgewiesen wurden. Der Assay ermoglicht deutlich kiirzere
Untersuchungszeitraume, was fiir die Analyse transient eingeschleuster Mutationen

entscheidend ist. Die Literaturvergleiche legen nahe, dass die Transfektionsbedingungen
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weiterhin verbesserungsfihig sind und den fehlenden Nachweis der Y537S-Mutation
begiinstigt haben konnten. Zur Optimierung konnten beispielsweise die Zellzahl der
ausgesiten MCF-7-Zellen reduziert, die Dosis von Lipofectamine 3000 angepasst oder

alternative Reagenzien wie Turbofect oder FuGene eingesetzt werden.

In den selbst durchgefiihrten Proliferationsassays konnte die konstitutive Aktivierung von
ERa mithilfe der Positivkontrolle MCF-7-LTED bewiesen werden. Die MCF-7-LTED-
Zellen wurden langfristig unter Ostradiolentzug kultiviert. Es konnte ein Klon selektiert
werden, der ein Ostradiolunabhingiges Wachstum aufgrund der konstitutiven Aktivierung
von ERa zeigte. Die konstitutive Aktivierung wird durch die stabil exprimierte ESRI-
Mutation Y537S erreicht (Hirao-Suzuki et al., 2020; Martin et al., 2017).

Der Unterschied zur transienten Transfektion besteht darin, dass die Y537S-Mutation in
den MCF-7-LTED-Zellen stabil und dauerhaft exprimiert wird. Um exogene Mutationen
des ESRI-Gens in das Genom dauerhaft zu integrieren, muss eine stabile Transfektion
mit lentiviralen Vektoren oder mithilfe des CRISPR-Cas9-System erfolgen. Um die stabil
integrierten Zellen zu filtern, werden haufig Selektionsmarker wie Antibiotikaresistenzen

eingesetzt (Sheikh et al., 2017).

4.3.2 Stabile Integration: lentivirale Transfektion und CRISPR-Cas9-System

Die lentivirale Transfektion hat sich als etablierte Methode zur stabilen Integration von
Mutationen in MCF-7-Zellen bewihrt. Zum Beispiel untersuchte bereits Taya et al., dass
ESRI-Mutationen wie Y537S und D538G zu einer erhohten Koloniebildung fiithren.
Hierfir wurde die Plasmid-DNA mit den ESR/-Mutationen zu HEK-Zellen
hinzugegeben, das konditionierte Medium auf MCF-7-Zellen iibertragen und die stabil
transfizierten Zellen wurden anschliefend mit Puromycin selektiert (Zinger et al., 2019).
Funktionelle Analysen mittels Kristallviolettfarbung bestétigten den proliferativen Vorteil
von mutierten MCF-7-Zellen im Vergleich zum WT nach zweiwdchiger Behandlung mit
Paclitaxel und Doxorubicin (Taya et al., 2025).

Dennoch weist die lentivirale Integration methodische Einschrinkungen auf, die
berticksichtigt werden miissen. Die virale DNA inseriert meist zuféllig im Wirtsgenom,
wodurch beispielsweise Tumorsuppressorgene oder Onkogene unbeabsichtigt inaktiviert
oder aktiviert werden kdnnen. Zudem ist die Effizienz der HDR gering, was eine gezielte
Gen-Editierung erschwert und die Kontrolle iiber die resultierenden Mutationen limitiert

(Li et al., 2017; Schlimgen et al., 2016). Diese Faktoren kdnnen nicht nur unerwiinschte
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genetische Effekte verursachen, sondern auch die systematische Untersuchung neuartiger
Mutationen verhindern.

Neben der lentiviralen Integration stellt das CRISPR-Cas9-System eine weltweit
etablierte Methode dar, um DNA gezielt zu verdndern und genetische Modifikationen
prazise und stabil in MCF-7-Zellen zu integrieren. Mit CRISPR-Cas9 haben bereits
Harrod et al. den Einfluss von ESR/-Mutationen auf die endokrine Resistenz bestimmt,
indem die ESR/-Mutationen mithilfe der HDR erzeugt und die Y537S-Mutation in MCF-
7-luc-Zellen integriert wurden. Das ESR/-Exon-8-Plasmid, das CRISPR-Plasmid und das
hCas9-Expressionsplasmid wurden mithilfe des Amaxa Type II Nucleofactors in die Zelle
eingefligt und der Knock in wurde mit einem PCR-Screening bestitigt. Es wurden
insgesamt vier CRISPR-Sequenzen verwendet. Mithilfe der Sanger-Sequenzierung 96 h
nach Transfektion wurde erkannt, dass die CRISPRO058819 am effizientesten war.
Funktionelle Analysen mit dem Sulforhodamin B (SRB) Assay zeigten ein Y537S
vermitteltes, Ostradiolunabhédngiges Wachstum sowie eine Antidstrogen-Resistenz nach
einer zwolftigigen Behandlung mit Ostradiol, Antidstrogen oder Ethanol (Harrod et al.,
2017).

CRISPR-Cas9 sowie der SRB-Assay sind bereits in weiteren Fragestellungen etabliert,
indem der Einfluss der neuartigen Mutation F404 auf die Antidstrogentherapie
quantifiziert wurde. Die F404-Mutation tritt in Kombination mit aktivierenden ESRI-
Mutationen unter der Fulvestrant-Therapie auf. Die ESR/-Mutationen wurden erneut mit
CRISPR-Cas9 und der HDR erzeugt. Die funktionellen Analysen mittels SRB-Assay
zeigten, dass D538G- sowie D538G+F404L-Mutationen nach 14-tdgiger Kultivierung
sowohl in Anwesenheit von Ostradiol als auch unter Ostradiolentzug proliferierten, was
auf eine Fulvestrant-Resistenz hinweist (Kingston et al., 2024).

Durch die stabile Integration der ESRI/-Mutation Y537S mit CRISPR-Cas9 oder
lentiviraler Integration wurde erreicht, dass die resultierenden Zellen gegeniiber der
Depletion des ER-Liganden Ostrogen resistent sind. Die stabile Integration ist somit
essenziell, um Langzeiteffekte auf Zellproliferation und Medikamentenresistenz
zuverldssig zu untersuchen. Dabei bietet CRISPR-Cas9 den Vorteil einer prazisen Gen-
Editierung. Um die Effekte der neuartigen Mutationen erfassen zu konnen, sollten die
etablierten Proliferationsassays wie die qPCR oder auch die Bestimmung der
Besiedlungsfliche durch Kristallviolettfairbung mit stabil integrierten Zellen wiederholt
werden. Zusétzlich konnte als neue Readout-Methode der SRB-Assay in Betracht

gezogen werden. Die Kombination aus stabiler Integration und funktionellen Tests erlaubt
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es, Limitationen der transienten Transfektion, wie kurze Beobachtungszeitraume, zu

iiberwinden und langfristige, reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

Tabelle 15: Gegeniiberstellung weiterer Transfektionsbedingungen und funktionaler

Testungen

Ziel

Transiente
Transfektion
Bestimmung des
Einflusses von der An-
und Abwesenheit von
XBP1
(Transkriptionsfaktor)
auf somatische ESR1-
Mutationen (Barua et
al., 2020)

Untersuchung der
Wirkung von
Fulvestrant bei
Patientinnen mit
aktivierenden ESR1-
Mutationen in ctDNA
(Kingston et al., 2024)

Untersuchung,
inwieweit Mutationen
eine
ostrogenunabhangige
Aktivierung des ERa-
Rezeptors bewirken
und die
Empfindlichkeit
gegenulber ER-
Antagonisten
(Fulvestrant)
beeinflussen (Toy et
al., 2017)

Untersuchung der

Wirkung von Ostrogen
und SERMs sowie die
Expression von ERa/3
in Schilddriisenkrebs-

Methode

Transfektionsprotokoll fiir ERE-
Luciferase-Assay:

24 h nach Aussaen: Transfektion
mit pcDNA-HA-ER WT, pcDNA-
HA-ER Y537S), pcDNA-HA-ER
D538G, ERE-Luciferase-
Reporterplasmid, 3-Galactosidase
Plasmid

Transfektionsreagenz: Turbofect
(Thermo Fisher)

24 h nach Transfektion: Sammeln
von Zelllysaten fir Luciferase-
Reporterassay

Transfektionsprotokoll fiir ERE-
Luciferase-Assay:
pcDNA3.1+/C-DYK-Plasmide mit
und ohne Mutationen von ESR1
(Y537S, Y537N),
Ostrogenrezeptorkonstrukten,
ein Ostrogenantwort-

Element gekoppelt

mit Glihwirmchen-Luciferase,
Renilla-Luciferase
Transfektionsreagenz: FUGENE
24 h nach Transfektion:
Behandlung mit 0.01, 0.1 und 1.0
pmol/l Fulvestrant mit 1 nmol/L
Ostradiol fiir weitere 24 h

Transfektionsprotokoll fiir ERE-
Luciferase-Assay:

2,5 yg HA-ERa WT oder
Mutanten, 6,3 pg 3x-ERE-TATA-
Luciferase-Reporter und 1,2 ug
pRL-TK Renilla-Luciferase-
Plasmid

Transfektionsreagenz: X-
tremeGENE™ HP (Sigma-Aldrich)
24 h spater: 10 nmol/L Ostradiol
flir 24h, danach Auswertung

Transfektionsprotokoll fiir ERE-
Luciferase-Assay:

pcDNA3.1/ Plasmide fiir ERa/f3
und pGL3-2 ERE-pro-Luciferase-
Reporter, pRL-tk (Renilla
Luciferase-Reporter
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Readout

Messung der
Glihwirmchen-
Luciferase (ERE-
Aktivitat) und die
Renilla-Luciferase
Dual-Luciferase®
Reporter Assay System
(Promega)

Messung der
Glihwirmchen-
Luciferase (ERE-
Aktivitat) und die
Renilla-Luciferase
Dual-Luciferase®
Reporter Assay System
(Promega)

Messung der
Glihwirmchen-
Luciferase (ERE-
Aktivitat) und die
Renilla-Luciferase
Dual-Luciferase®
Reporter Assay System
(Promega)

Messung der
Glihwirmchen-
Luciferase (ERE-
Aktivitat) und die
Renilla-Luciferase



Zellen (Kumar et al.,
2010)

Quantifizierung der
Transfektionseffizienz
und Zellsterblichkeit in
humanen Osophagus-
Plattenepithelkarzinom
en (Zelllinie KYSE 30
unter Verwendung von
Lipofectamine 3000
(Mahmoudian et al.,
2020)

Stabile Integration

Einfluss der ESR1-
Mutationen auf die
endokrine Resistenz
mit einem CRISPR-
Cas-Modell (Harrod et
al., 2017)

Einfluss der neuartigen
ESR1-Mutation F404
auf die
Antidstrogentherapie
(Kingston et al., 2024)

Transfektionsreagenz: FUGENE 6
18 h nach Transfektion:
Behandlung mit Ostradiol,
Fulvestrant, 4-Hydroxytamoxifen,
Raloxifen

Nach 30 h: Auswertung

Transfektionsprotokoll mit
Lipofectamine 3000 Reagenz:
24 h nach Aussaen: Transfektion
von KYSE 30 Zellen mit pCDH-
513b Plasmid-DNA,

Dosierung: 1,5 ug Plasmid 1 pl
Lipofectamine

Erzeugung der ESR1-
Mutationen mithilfe CRISPR-Cas
und der homologen
Rekombination:

Amplifikation eines 1.803 bp
langen DNA-Abschnittes des
ESR1-Gens, um Exon 8 gelegen
Gezielte Mutagenese: Einfligen
der Y537S-Mutation

Transfektion durch Amaxa Type Il
Nucleofector: ESR1-Exon-8-
Plasmid, das CRISPR058819-
Plasmid und das hCas9-
Expressionsplasmid

96 h spater: Sanger-
Sequenzierung: hochste Effizienz
mit CRISPR058819

Erzeugung der ESR1-
Mutationen mithilfe CRISPR-Cas
und der homologen
Rekombination:

Entwicklung von RNP-Komplexen
durch Inkubation von gRNA-
Komplexe, Cas9, HDR-Vorlage,
CAS9 Plus Reagenz und Optimem
Mischen der RNP-Komplexen mit
Lipofectamin CRISPMAX >
hinzugeben zu Zellen und
Inkubation

48 h spater: Sanger-
Sequenzierung zum
Mutationsnachweis
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Dual-Luciferase®
Reporter Assay System
(Promega)

36 h nach Transfektion:
Analyse der
Transfektionseffizienz:
GFP Assay und
Durchflusszytometrie
Bestimmung der
Zellviabilitat mittels
Trypanblau-
Ausschlusstest

Funktionstest:
Sulforhodamin B
Assay (SRB):
Ausséen von 4.000
Zellen pro Well einer
96-Well Platte

Nach 16 h: Behandlung
mit Ostrogen,
Antidéstrogen oder
Ethanol > Wechsel
alle drei Tage
Kultivierungszeitraum:
12 Tage

Funktionstest SRB-
Assay:

Inkubation von MCF-7
+ ESR1-Mutation mit 1
nmol/l Ostradiol und
unter Ostradiolentzug
Kultivierungszeitraum:
14 Tage

Farbung mit
Sulforhodamin,
Absorptionsmessung
bei 565 nm



Hypothese, ob ESR1-
Mutationen zu einer
Chemoresistenz durch
Aktivierung des
JNK/MDR1-
Signalwegs fiihren
(Taya et al., 2025)

Erzeugung der ESR1-
Mutationen durch stabile
lentivirale Transfektion mittels
Protokoll von (Zinger et al.,
2019):

Zur Herstellung von Viruspartikeln:

Mischen von Plasmid-DNA und
Kalziumphosphat - Kultivierung
mit HEK-Zellen

Auftragen des konditionierten
Mediums auf MCF-7-Zellen - 8 h
Inkubation

Selektion der stabil transfizierten
Zellen via Puromycin
Koloniebildung 14 Tage nach
Transfektion in 96-Well Platten
Nachweis der Mutation durch
Sequenzierung

77

Funktionstest:
Kristallviolettfarbung:
Aussaen von WT und
Mutation auf 6-Well
Platte (1500 pro Well)
Behandlung mit 0,5 Nm
Paclitaxel; 5 Nm
Doxurubicin
Kultivierungszeitraum:
14 Tage
Quantifizierung nach
Anfarben mit
Mikroplattenreader bei
560 nm



4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die MCF-7-Zellen mit iiberexprimierten ESR/-Varianten sind gegeniiber der Depletion
des ER-Liganden Ostrogen nicht resistent. Nach transienter Transfektion mit pCMV3-
ESRI erreichte die ERa-Expression nach drei Tagen ihren Hohepunkt und fiel nach dem
siebten Tag auf das endogene Expressionsniveau ab. In den durchgefiihrten funktionalen
Testungen konnten bei MCF-7-Zellen mit iiberexprimierten ESR/-Varianten keine
konstitutive, messbare ERa-Uberexpression detektiert werden. Die Versuchsdauer von
fiinf bis sechs Tagen nach Transfektion war vermutlich zu lang. Kiirzere Readout-
Methoden, wie der ERE-Luciferase-Assay, ermoglichen bereits eine Auswertung 24-48 h
nach Transfektion und sollten daher in Zukunft eingefiihrt werden.

Die Transfektionsbedingungen wurden optimiert, indem ein Mediumwechsel 4 h nach
Transfektion eingefiihrt wurde. Dadurch konnte die Zellviabilitit deutlich gesteigert
werden. Um die Bedingungen weiter zu optimieren, sollte in Betracht gezogen werden,
die ausgesite Zellzahl der MCF-7-Zellen bei transienter Transfektion zu reduzieren, oder
auch die Menge der Transfektionsreagenzien anzupassen.

Jedoch sind auch relevante Nachteile der Transfektion mit Plasmiden wie Apoptose,
Auslosen einer Stress- und Entziindungsreaktion oder aberrantes Spleilen bekannt, die
zu einer reduzierten Transfektionseffizienz fiihren. Um zusdtzlich den kurzen
Untersuchungszeitraum nach Plasmid-Transfektion zu {iberwinden, sollten die
Mutationen stabil in die MCF-7-Zellen integriert werden. In den durchgefiihrten
Proliferationsassays konnte das Ostradiolunabhéngige Wachstum der Positivkontrolle
MCF-7-LTED-Zellen, die die endogene ESR/-Mutation besitzen, im MTT-Assay, in der
qPCR und auch in der Kristallviolettfarbung deutlich illustriert werden. Daher ist es
wahrscheinlich, dass die Effekte der neuartigen ESR/-Mutationen in den durchgefiihrten
Experimenten dargestellt werden kénnen, wenn die Mutationen stabil mittels lentiviraler
Transfektion oder mit dem CRISPR-Cas-9-System integriert werden. Nach stabiler
Integration konnte der SRB-Assay als neuer Readout eingesetzt werden.

Um die Besiedlungsfliche nach Kristallviolettfirbung zu objektivieren, sollte die
Auswertung mit einem Mikroplattenreader und mit der Berechnung des

Absorptionsspektrums erfolgen.
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6 Anhang

6.1 Western blot: 3,7, 10, 15 und 20 Tage nach Transfektion (n=2)
Die MCF-7-Zellen wurden transient mit pCMV3 und pCMV3-ESR/ transfiziert, um die

ERa-Expression innerhalb eines Zeitraums von 20 Tagen zu analysieren.
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6.2 Durchflusszytometrie: 3, 7, 10 Tage nach Transfektion (n=3)
Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3 und pCMV3-ESR/ transfiziert. 3, 7 und 10 Tage

nach Transfektion wurde eine Durchflusszytometrie mit den AK ERSP1 und Alexa Fluor

488 goat anti rabbit durchgefiihrt.

Tag 3 7 10
2,0k = 1,06 =
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800 =
15% =
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£ . s00o =
g 10K = § g
¢ ' e @ 1,0k =
400
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0 0.l o
Y T T
0 ' 105 10f 10’
Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488
pCMV3-ESR1: | Mean:153.511 Mean: 45.562 Mean: 42.453
Median: 51.836 Median: 32.089 Median: 36.125
pCMV3: Mean: 41.413 Mean: 42.522 Mean: 40.873
Median: 31.128 Median: 33.194 Median: 34.685
Ratio pCMV3- Mean: 3,71 Mean: 1,07 Mean: 1,04
ESR1/pCMV3 Median: 1,67 Median: 0,97 Median: 1,04
Tag 3 7 10
100
3
w03 107 10’ 10° .
Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488
pCMV3-ESR1: | Mean: 4,52 Mean: 2,1 Mean: 2,38
Median: 1,1 Median 0,75 Median: 0,55
pCMV3: Mean: 0,49 Mean: 1,68 Mean: 1,21
Median: 0,30 Median: 0,38 Median: 0,5
Ratio pCMV3- Mean: 9,22 Mean: 1,25 Mean: 1,97
ESR1/pCMV3 | Median: 3,67 Median: 1,97 Median: 1,1
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6.3 Durchflusszytometrie: 4, 24 und 72 h nach Transfektion (n=3)
Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3 und pCMV3-ESR] transfiziert. 4, 24 und 72 h
nach Transfektion wurde das Medium erneuert. Drei Tage nach Transfektion wurde die

Durchflusszytometrie mit den AK ERSP1 und Alexa Fluor 488 goat anti rabbit

durchgefiihrt.
Stunden (h) 4 24 72
z T f
8 8 8
0?2 g0 10° 10’ 102 10? 10?0 10° 10! 0% 10°
Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERat Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488
pCMV3-ESR1: | Mean: 10,6 Mean: 16,1 Mean: 12,8
Median: 3,23 Median: 3,65 Median: 3,53
pCMV3: Mean: 1,91 Mean: 1,44 Mean: 1,43
Median: 1,54 Median: 0,5 Median: 0,63
Ratio pCMV3- Mean: 5,55 Mean: 11,18 Mean: 8,95
ESR1/pCMV3 Median: 2,1 Median: 7,3 Median: 5,6
Stunden (h) 4 24 72
25K =
20K =
- - 15K = .
10k 4
50
0
10 102 10° 10?
Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488 Anti-ERa Alexa Fluor 488
pCMV3-ESR1: | Mean: 1,38 Mean: 1,75 Mean:1,37
Median: 0,34 Median: 0,38 Median: 0,38
pCMV3: Mean: 0,27 Mean: 0,29 Mean: 0,14
Median: 0,17 Median: 0,16 Median: 0,24
Ratio pCMV3- | Mean: 5,11 Mean: 6,03 Mean: 9,79
ESR1/pCMV3 | Median: 2 Median: 2,375 Median: 1,58
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6.4 Optimierung der Transfektionsbedingungen: Cell Selector (n=2)
Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3 und pCMV3-ESR] transfiziert. 4, 24 und 72 h
nach Transfektion wurde das Medium gewechselt. Vor jedem Mediumwechsel wurde die

Zellmoprhologie mithilfe des CellCelectors mikroskopisch untersucht.

|MWnach: |4h |24h |72h |

Dokumentation vor
24 stiindigen MW:

pCMV3

pCMV3- ESR1

MW nach: 4n | 24h 72h

Dokumentation vor
vierstiindigen MW:

pCMV3

pCMV3- ESR1
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MW nach: 4h 24h 72h

Dokumentation vor
72 stindigen MW:

pCMV3

E T Aghum T

pCMV3- ESR1

Sod T g ol

6.5 MTT-Assay: Ratio von MCF-7/MCF-7-LTED-Zellen (n=3)

Die MFC-7-LTED-Zellen und die MCF-7-Zellen wurden auf einer 96-Well Platte
ausgesit und in einer Ostradiolverdiinnungsreihe von 107> M und 10 M fiir zwei Tage
kultiviert. Danach erfolgte die Auswertung mithilfe des spark® Mikroplatten Reader bei

einer Wellenldnge von 540 nm.

1,2

1,1

0,9

0,8

Ratio MCF-7/ MCF-7- LTED

0,7

0,6
0 -13 -12,5 -12 -11,5 -11 -10,5 -10 -9,5 -9
Ostradiol-Konzentration (10")M

&9



6.6 Western blot: ERa-Expression von MCF-7-Y3375-Zellen in Charcaol-stripped
FCS-Medium und RPMI-Medium (n=2)
Die MCF-7-Zellen wurden mit pCMV3-Y537S transient transfiziert. 4, 24 und 72 h nach
Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Hierfiir wurde entweder das RPMI-Medium
oder das Charcoal-stripped FCS-Medium verwendet. Sechs Tage nach Transfektion
wurde der Western blot durchgefiihrt.
ERa: -Aktin:

Stripped FCS Fi

Q
o
0
2

Stripped FCS FCs

G

Y5375 24h
Y5375 72h
Y5375 24h
Y5375 72h
Reagenz 4h
MCF-7 +
Reagenz 24h
Reagenz 72h
Y537S 4h
Y5375 24h
Y5375 72h
Y537S 4h
Y5375 24h
Y537S 72h
MCF-7 +
Reagenz 4h
MCF-7 +
Reagenz 24h
MCF-7 +
Reagenz 72h

-
=
@
~
m
v
>

Y5375 4h
MCF-7 +
MCF-7 +

|

ERa: B-Aktin:

Stripped FCS Fe

a
wn

FG Stripped FCS FCS FCS

s 5
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6.7 Sanger-Sequenzierung (n=2)

Die Zellen wurden wie in 6.6 vorbereitet. Sechs Tage nach Transfektion wurden die
Pellets fiir die RNA-Isolierung und cDNA-Synthese gesammelt. PCR-Analysen wurden
durchgefiihrt, um danach eine Gel-Extraktion zu planen. Folgende Primer wurden

verwendet: ESRI-Exon 1B und ESRI-Exon 8 riickwirts.

Zeit pCMV3- Y5378 pCMV3- Y537S MCF-7 Zellen mit RR und
transfizierte MCF-7 Zellen | transfizierte MCF-7 Zellen FCS nach:
und sFCS nach: und FCS nach:

4h — i 520 —] T G
T A T T TTL g | prazmeiines ok TS f|

—

24h T T

RN - [l -
GETGGTGCCCCTCTNTGAC GCTGCTG

o GACC CTGC BTGGTGCCCCTTATE 4
1

72h

__I\
i g
" mEERER TR <o LTI LT
TGGTG TCNTRACCNGCTGC GTGGTGCCCCTTA
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6.8 qPCR-Optimierung: TFF1-Expression in 10> M und 10 M Ostradiol (n = 3)
Die MCF-7-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV3, pCMV3-ESR] und pCMV3-
Y5378 transfiziert. Das Medium wurde 4 h nach Transfektion gewechselt und ein Tag
spater auf Charcoal-stripped FCS-Medium gesetzt. Danach wurden die Zellen flir zwei
Tage in 10° M und 103 M Ostradiol kultiviert. Sechs Tage nach Transfektion wurde die
TFF1-Expression mittels qPCR bestimmt.

pCMV3

pCMV3 pCM\B -ESR1 pCMV3 ESR1 pCMVB Y5375 pCMV3 -Y5375 MCF 7 MCF7 LTED LTED

1000

relative TFF1-Expression

unterschiedlich transfizierte MCF-7 Zellen in 10*-x M Ostradiol
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6.9 Kristallviolettfirbung (n=3)

Die MCF-7-Zellen wurden mit den Plasmiden pCMV3, pCMV3-ESR] und pCMV3-
Y5378 transfiziert. Die Zellen wurden zwei Tage in einer Ostradiolverdiinnungsreihe
kultiviert. Fiinf Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit Kristallviolett angeférbt,
um danach die Besiedlungsflache mit dem Axio Observer mit der Festkorperlichtquelle
Colibri 7 und Image] zu berechnen. Um die Standardabweichung {ibersichtlich

darzustellen, wurde ein Sdulendiagramm verwendet.

normalisierte Besiedlungsflache auf 104-9 M

pCMV3 pCMV3-ESR1 pCMV3- ¥537S MCF-7 MCF-7 LTED
BOstradiolkonzentration 10*- M
Zelllinie Ostradiolkonzentration 10*- M Ostradiolkonzentration 10*- M
0 -13 -1 -9
pCMV3 pCMV3-Y537S
pCMV3- ESR1 MCF-7
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Zelllinie

Ostradiolkonzentration 10*- M

0 -13 -1

MCF-7 LTED

Zelllinie

Ostradiolkonzentration 10*- M

pCMV3

pCMV3-Y537S8

pCMV3- ESR1

MCF-7

Zelllinie

Ostradiolkonzentration 10*- M

MCF-7 LTED
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