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1. Einleitung

1.1 Brustkrebs

In Deutschland erkranken jahrlich rund 75000 Frauen an Brustkrebs. Damit ist das
Mammakarzinom (Brustkrebs) der haufigste maligne Tumor der Frau und zugleich die
hiufigste Todesursache von Frauen im Alter von 50 - 60 Jahren®. Die Mehrzahl der
Mammakarzinome treten sporadisch auf. Nur bei einem geringen Anteil von circa 5 % der
Mammakarzinompatientinnen ist eine Keimbahnmutation der Gene BRCA1 und BRCA2 (engl.
breast cancer 1 und 2) Ausléser der Tumorentstehung 2. Charakteristisch  fir
Krebserkrankungen wie dem Mammakarzinom ist die Entwicklung des Tumors durch einen
mehrstufigen Prozess gekennzeichnet. Die Anhdufung von genetischen Mutationen sowie
epigenetischen Veranderungen beeinflussen die Expression bestimmter Gene und
verschaffen den Tumorzellen einen Selektionsvorteil . So entsteht ein invasives Karzinom

. . . . . ., 4—
aus einer Hyperplasie oder einem carcinoma in situ *°.

Die weibliche Brustdriise unterliegt vielen kontrollierten und hormonell gesteuerten
Verinderungen. Das wichtigste Hormon hierbei ist Ostrogen. Unter der Wirkung von
Ostrogen kommt es in der Pubertit zur Aussprossung der Gangsysteme und zum Wachstum
der Brust. Wahrend jeder Schwangerschaft kommt es wiederum zu einer verstarkten
Proliferation des Brustgewebes und der Vorbereitung der Brust auf die Laktation ’. Demnach
ist es nicht verwunderlich, dass Ostrogen und Ostrogensignalwege auch eine Rolle bei der

Entstehung von Tumoren in der Brust spielen 8,

1.1.1 Ostrogene

Ostrogene sind weibliche Sexualhormone die zu der Klasse der Steroidhormone gehéren. Die
drei wichtigsten natiirlichen Ostrogene sind Ostron, Ostradiol und Ostriol, wobei Ostradiol
der bedeutendste Vertreter der Ostrogene ist. Sie werden durch Umwandlung der
mannlichen Sexualhormone (Androgene) durch das Enzym Aromatase gebildet. Vor dem
Einsetzen der Menopause findet die Produktion der Ostrogene hauptsichlich in den Follikeln

und im Gelbkdrper statt. Wahrend der Schwangerschaft ist auch die Plazenta in der Lage,
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Ostrogene zu produzieren, wodurch die Serumkonzentration von Ostradiol auf das 100-
fache (bis 7000 pg/ml) der basalen Konzentration ansteigen kann®. AuRerhalb des
weiblichen Genitaltraktes werden Ostrogene zu einem geringen Teil in der Nebenniere und
im Fettgewebe gebildet. Als weibliches Sexualhormon bezieht sich die vorrangige Funktion
von Ostrogenen auf den weiblichen Reproduktionstrakt. Dazu gehéren die Ausbildung der
weiblichen sekundadren Geschlechtscharakteristiken (Brust und Uterus), sowie die Reifung
der Eizellen und die Durchblutung der Gebarmutterschleimhaut. Dariber hinaus sind
Ostrogene auch fiir die Zusammensetzung des Gebirmutterschleimsekrets und damit fiir die

Durchlassigkeit der Spermien zur Eizelle verantwortlich.

Neben der Funktion als weibliches Geschlechtshormon haben Ostrogene einen Einfluss auf
die Knochendichte *°, das Herzkreislauf- ! sowie das Immunsystem 2 und spielen eine
wichtige Rolle bei Entwicklung, Diagnose, Prognose und Behandlung von Brustkrebs > sowie

anderen hormonsensitiven Tumoren %,

1.1.2 Molekulare Tumorklassifikation und adjuvante endokrine Brustkrebstherapien

Fiir die bestmogliche Therapie der Brustkrebspatientinnen ist eine Klassifizierung des
Karzinoms anhand pathologischer Untersuchungen von Gewebeproben des Tumors und der
anliegenden Lymphknoten von sehr grofRer Bedeutung. Dabei stellen neben der
anatomischen TNM-Klassifikation, welche die TumorgroRe (T), die Anzahl der befallenen
Lymphknoten (N) und eventuelle Fernmetastasen (M) beschreibt, auch die histologische und
molekulare Tumorklassifikation fir den Therapieerfolg wichtige Eigenschaften des Tumors
dar. Die molekulare Brustkrebsklassifikation erfolgt anhand von Genexpressionsprofilen der
Hormonrezeptoren Ostrogenrezeptor a (ERa) und Progesteronrezeptor (PR), sowie des
humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (HER2/neu, engl. human epidermal
growth factor receptor 2). Nach der molekularen Klassifizierung von Perou und Kollegen
lassen sich die Brusttumore vereinfacht in die drei molekularen Untergruppen luminal (ERa-
und/oder PR-positiv), HER2/neu-positiv und basal-dhnlich oder triple-negativ (ERa-, PR- und
HER2/neu-negativ) einteilen . Etwa 70-80 % der invasiven duktalen Mammakarzinome
exprimieren ERa und/oder PR (luminal) und kénnen dadurch mit adjuvanten endokrinen
Therapien behandelt werden. In der Klinik gibt es fiir die adjuvante endokrine Therapie des

ER-positiven Mammakarzinoms drei Strategien.
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Zum einen kommen dabei selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs) zum Einsatz 16
Diese Substanzen binden an ER und wirken abhdngig vom Gewebetyp entweder als
Ostrogenagonisten oder -antagonisten. Der erste fiir die Behandlung des hormonabhingigen
Mammakarzinoms zugelassene SERM war Tamoxifen Y Tamoxifen antagonisiert ERa im
Brustgewebe und reduziert dadurch die Rickfallrate der Patientinnen um 40 — 50 % *%.
Nachteil der Therapie mit Tamoxifen ist eine stimulierende Wirkung auf die Proliferation des
Endometriums, welche in der Ausbildung von Endometriumkrebs resultieren kann *° und die

Entwicklung von Tamoxifenresistenzen in 20 — 30 % der behandelten Patientinnen 2021 7

um
anderen konnen endokrinsensitive Mammakarzinompatientinnen mit Aromataseinhibitoren
und Analoga des Gonadotropin-freisetzenden Hormons (GnRH, engl. gonadotropin-releasing
hormone) behandelt werden. Aromataseinhibitoren reduzieren die Menge an
zirkulierendem Ostrogen durch Hemmung des fiir die Ostrogenbiosystese wichtigen Enzyms
Aromatase und werden zur Behandlung von postmenopausalen Patientinnen genutzt 2,

GnRH-Analoga blockieren die Produktion der weiblichen Sexualhormone bereits auf der

Regulationsebene 3,

Rund 15-20 % der Mammakarzinome weisen eine Uberexpression von HER2/neu auf und
werden daher als HER2-positiv bezeichnet. Diese Tumore kdnnen mit einer Anti-HER2-
Therapie behandelt werden. Hierbei kommen monoklonale Anti-HER2-Antikorper
(Trastuzumab), Inhibitoren der HER2 und HER3 Dimerisierung (Pertuzumab) und
Tyrosinkinaseinhibitoren (Lapatinib) zum Einsatz. Rund die Halfte der HER2-positiven
Tumore ist auch ERa-positiv und kann zuséatzlich von einer endokrinen Therapie profitieren.
Flr Patientinnen mit triple-negativem Mammakarzinom (TNBC, engl. triple-negative breast
cancer), das bei rund 15 % der Brustkrebspatientinnen diagnostiziert wird, ist bislang
aufgrund der fehlenden Hormonrezeptoren noch keine molekulare Therapie verfugbar 2.
Diesen Patientinnen bleibt momentan nur die ungerichtete zytotoxische Chemotherapie als
Therapiemoglichkeit.  Zudem  sind  triple-negative = Tumore eine  heterogene
Mammakarzinomgruppe, die aus unterschiedlichen Tumorentitdten besteht % Sie gelten als

besonders aggressiv und sind mit einer erhGhten Metastaserate, sowie einem schlechteren

Uberleben der Patientinnen verbunden ?’. Kiirzlich veréffentlichte Ergebnisse zu neuen

| 28 29,30

Therapieansitzen mit Ostrio oder Anti-Androgenen lassen jedoch auf neue

Therapiemaoglichkeiten hoffen.
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1.2 Klassische Ostrogenrezeptoren und Varianten

ERs gehoren zur Familie der nuklearen Hormonrezeptoren und aktivieren als
Transkriptionsfaktoren die Expression einer Vielzahl von Genen. Durch Bindung eines
Liganden kommt es zur Aktivierung und Dimerisierung der Rezeptoren. Aktive
Rezeptordimere binden an bestimmte hormonempfindliche DNA Abschnitte (ERE, engl.
estrogen response element) in den Promotoren von hormonell regulierten Genen und
aktivieren dadurch die Transkription dieser Gene. Diese Funktion der klassischen ERs wird als
(langsame) genomische Signallbertragung bezeichnet. ERs sind auch in der Lage ohne
eigene Bindung an DNA die Genexpression zu modifizieren. Durch Protein-Protein
Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren wie AP-1 31 und SP-1* induzieren sie die
Expression AP-1 und SP-1 regulierter Gene. Ein Bespiel fir die negative Genregulation durch
ER ist die Bindung der Ostrogen-aktivierten ER an den Transkriptionsfaktor NFkB (engl.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), wodurch dieser nicht mehr

33,34

an den Interleukin-6 Promotor binden kann . Neben den weit bekannten Funktionen als

nukledare Transkriptionsfaktoren und Aktivatoren anderer Transkriptoren fungieren

klassische ERs auch auRerhalb des Zellkerns >>3¢

und vermitteln Signale Uber die Aktivierung
des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR, engl. epidermal growth factor

receptor) *’.

Der erste entdeckte ER war ERa 3%3°

. Erst rund 25 Jahre spater wurde ein weiterer, zu ERa
strukturell dhnlicher ER, mit dem Namen ERP identifiziert 0 Durch unterschiedliches
SpleiBen sind dariiber hinaus mehr als 20 verschiedene ERa Varianten, die sich beziglich
ihrer Reaktion auf Ostrogen, Antidstrogene und Ostrogenentzug unterschiedlich verhalten,
bekannt **. Als membrangebundener ER wurde eine 36 kDa groRe SpleiRvariante (ERa36)

des ERa beschrieben ***

. Neben der Aktivierung nicht-genomischer Signalkaskaden, ist
ERa36 in der Lage auch als dominant negativer Inhibitor der Transktiptionsaktivitat von ERa

und ERR zu agieren **.
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1.3 Der G-Protein gekoppelte Ostrogenrezeptor

Obwohl eine Vielzahl verschiedener Wirkungsmechanismen und Varianten der klassischen
ERs beschrieben wurden, lassen sich nicht alle Ostrogen-induzierten Effekte anhand dieser
Mechanismen erklaren. Der G-Protein gekoppelte Ostrogenrezeptor (GPER, engl. G-protein
coupled estrogen receptor) gehort zu der groBen Gruppe der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs, engl. G-protein coupled receptors) und unterscheidet sich strukturell
und funktional von den klassischen nukleidren Ostrogenrezeptoren. Er wurde bereits Mitte
der 90er lJahre zeitgleich von verschiedenen Arbeitsgruppen in unterschiedlichen
Zellsystemen entdeckt und kloniert. Carmeci und Kollegen fanden GPER in ER-positiven
Brustkrebszellen . Andere Arbeitsgruppen identifizierten GPER in  humanen
Endothelzellen *° und in B-Lymphozyten *’ sowie in Lungen- und Herzzellen *. Da potentielle
Rezeptorliganden zu der Zeit jedoch noch nicht bekannt waren, erhielt der Rezeptor die
Bezeichnung G-Protein gekoppelter Rezeptor 30 (GPR30). Erst nach der Identifizierung von
Ostrogen als GPR30 Agonist etablierte sich 2007 der Name G-Protein gekoppelter

49-52

Ostrogenrezeptor, kurz GPER . Die GPER Gensequenz (Chromosom 7p22.3) besteht aus

drei Exons, wobei das dritte Exon die Proteinsequenz (375 Aminosauren) fir den rund

41 kDa schweren Rezeptor kodiert >3,

GPER spielt eine Rolle in nahezu allen Organsystemen des menschlichen Kérpers >*. Wichtige

55,56 58,59

GPER Funktionen fiir das Immunsystem Nerven->’ und Herz-Kreislaufsystem sowie

60,61

fir das endokrine und reproduktive System 52 Lonnten bereits beschrieben werden.

Dariiber hinaus wurde die Expression von GPER in verschiedenen Tumorzelllinien und

49,52,63

bésartigen Tumoren, wie dem Mammakarzinom ,  Endometrium- **%

und

66,67

Ovarialkarzinom sowie in Schilddrisen- %, Lungen- ® und Prostatakrebs "° gezeigt.

1.3.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

GPCRs stellen mit Uber 800 Mitgliedern die grofite und heterogenste Familie der
membrangebundenen Signalmolekiile dar. Mehr als 2 % des gesamten proteinkodierenden
humanen Genoms enthalten Sequenzinformationen der einzelnen Rezeptoren. Die
klassische Struktur der GPCRs beinhaltet eine meist extrazelluldre Ligandenbindungsstelle,

sieben membrandurchspannende a-Helix-Domanen, die abwechselnd durch intrazelluldre

5
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und extrazellulare Schleifen verbunden sind, und ein intrazellular gekoppeltes
heterotrimeres Guanosintriphospat (GTP) -bindendes-Protein (G-Protein). Aufgrund der
charakteristischen sieben Transmembranhelices haben GPCRs auch den beildufigen Namen
7-Transmembranrezeptoren (7TMR). Die drei Untereinheiten der intrazellular an 7TMR
gebundenen G-Proteine werden als a-, B- und y-Untereinheiten bezeichnet. Durch
verschiedene a-Untereinheiten und eine Vielzahl von zelluldren Effektormolekiilen und
sekunddren Botenstoffen (engl. second messengers), die an G-Proteine assoziiert sein
kdnnen, bestimmt das gebundene G-Protein maRgeblich das intrazelluldare Signal des
jeweiligen GPCRs ’*. Das Prinzip der Rezeptoraktivierung ist jedoch bei allen GPCRs gleich:
Nach Bindung eines Liganden an die extrazellulare Ligandenbindungsstelle kommt es zu
einer Konformationsanderung des Rezeptors, wodurch dieser als GTP-Austauschfaktor agiert
und das an die a-Untereinheit des G-Proteins gebundene Guanosindiphosphat (GDP) gegen
ein energiereicheres GTP austauscht. Durch Bindung von GTP wird das G-Protein aktiviert, ist
in der Lage vom Rezeptor zu dissoziieren und intrazelluldre Signalkaskaden zu aktivieren 2
Vielfaltige Liganden, wie Neurotransmitter, Hormone, Lipide, Geruchsstoffe und Licht
konnen unterschiedliche GPCRs aktivieren, wodurch eine Vielzahl von biologischen
Prozessen und Zellantworten wie Wachstum, Bewegung und Angiogenese in normalen
Zellen und Tumorzellen reguliert werden ”>. Wichtige intrazelluldre Signalwege der GPCRs
sind die Aktivierung von Kinasen, das Offnen von lonenkanilen und die Freisetzung von
sekundaren Botenstoffen ’*. Nach Ligandenbindung und Aktivierung erfolgt die Inaktivierung
der Rezeptoren durch Internalisierung und Abbau der GPCRs nach Phosphorylierung durch

GPCR Kinasen (GRKs) und Bindung an Arrestin .

Neben den vielen zelluldren Funktionen wie Zellproliferation, Zellmobilitdt und dem
Uberleben der Zellen, kontrollieren GPCRs auch physiologische Funktionen wie zum Beispiel
die Freisetzung von Hormonen und Enzymen, den Blutdruck sowie Herz - und
Muskelkontraktion. So ist es wenig verwunderlich, dass rund 50 - 60 % der zurzeit

angewendeten Medikamente direkt oder indirekt GPCRs als Ziel haben e,



Christine WeiRenborn Einleitung

1.3.2 GPER Agonisten und Antagonisten

Neben den natiirlichen Ostrogenen bindet eine Vielzahl weiterer Liganden und synthetischer
Ostrogene an GPER. Viele dieser Substanzen binden auch an die klassischen
Ostrogenrezeptoren ERa und ERR. Ostradiol (E,), das vorherrschende humane Ostrogen vor
der Menopause ist ein positiver Aktivator aller drei Rezeptoren. Physiologische
Konzentrationen des Ostrogens Ostron haben hingegen nur eine geringe Bindungssaffinitit

213277 m Gegensatz dazu konnte fiir Ostriol bei Konzentrationen im

an die Rezeptoren
mikromolaren Bereich eine antagonisierende Wirkung von GPER in sowohl ER-negativen
SKBr-3 ’® als auch triple-negativen Tumorzellen 28 gezeigt werden. Neben den kérpereigenen
Ostrogenen sind lebende Organismen auch einer Vielzahl von natiirlichen Ostrogenen aus
der Umwelt und kinstlich hergestellten &strogenahnlichen Substanzen ausgesetzt.
Natlirliche Umweltostrogene, wie Isoflavone und Coumestrane, werden von Pflanzen
(Phytosostrogene) synthetisiert. Xenodstrogene hingegen sind synthetisch hergestellte
Substanzen, die sich in Pestiziden und Plastikwaren befinden kénnen. Phytodstrogene (z.B.
Genistein) und Xenodstrogene (z.B. Bisphenol A und Nonylphenol) zeigen bei den klassischen
Ostrogenrezeptoren sowie bei GPER dhnliche Bindungsaffinititen ”® sind in der Lage diese

.. . . .. 1
zu aktivieren und dadurch physiologische Prozesse auszuldsen %2

. Sie werden aufgrund
ihrer Wirkung auf das Hormonsystem auch als endokrine Disruptoren bezeichnet. Auch
synthetisch erzeugte Medikamente der endokrinen Krebstherapie, wie das Antidostrogen
Fulvestrant, welches klassische ERs sowohl blockiert als auch zu einem Abbau der
Rezeptoren fihrt 8  pindet und aktiviert GPER ***?, Neben diesen selektiven ER
Antagonisten gibt es auch eine Gruppe von selektiven ER Modulatoren (SERMs). Diese
Medikamente, wie Tamoxifen und Relaxofen aktivieren oder blockieren die klassische ERs
abhingig vom Gewebetyp ®>. GPER Signalwege werden durch die Bindung dieser beiden

52,84

SERMs hingegen aktiviert , was einen moglichen Signalweg fir die Entwicklung der

Tamoxifenresistenz von Brusttumoren darstellt &.

Der erste spezifische, synthetisch hergestellte GPER Agonist ohne Aktivitdt zu den
klassischen ERs ist G-1 (1-[4-(6-bromobenzo[1,3]dioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-
cyclopentalc] quinolin-8-yl]-ethanone) ®. Die Aktivierung von GPER mit G-1 erhéht die

intrazelluldare Kalziumionen (Ca2+)—Freisetzung in GPER Uberexprimierten COS-7 Zellen,
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aktiviert die Phosphaditylinositol 3-Kinase (PI3K) in SKBr-3 und MCF-7 Brustkrebszellen und
inhibiert deren Migration 8 Der Effekt von G-1 scheint jedoch abhangig vom Zelltyp zu sein.
In vielen in vitro Studien ist G-1 in der Lage die Proliferation von Tumorzellen zu verstarken,

49,64,66,85
. Andere

was auf eine Rolle von GPER in der Tumorentstehung hindeutet
Arbeitsgruppen berichten jedoch von einer antiproliferativen Wirkung von G-1 7878 Neben
G-1 als selektivem GPER Agonist wurden auch die spezifischen GPER Antagoinsten G-15 0
und G-36 °* beschrieben. Ein weiterer GPER Antagonist mit dem Namen MIBE, der sowohl
GPER als auch klassische ERs blockiert, wurde ebenfalls charakterisiert 92 selektive GPER
Agonisten und Antagonisten werden zur Untersuchung der GPER Bedeutung in

verschiedenen Zellsystemen eingesetzt und stellen eine neue Therapiemoglichkeit fir GPER

abhangige Erkrankungen dar.

1.3.3 GPER Signalwege

Filardo und Kollegen zeigten im Jahr 2000 erstmalig die Aktivierung der mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) ERK1/2 (engl. extracellular signal regulated kinase 1/2) durch Bindung
von Ostrogen an GPER. Des Weiteren konnte in der genannten Arbeit beschrieben werden,
dass der GPER Signalweg liber die Transaktivierung von EGFR, einem membranstandigen
Tyrosinkinaserezeptor, vermittelt wird *°. Uber den Ostrogen-vermittelten GPER/EGFR/ERK-
Signalweg werden in Brustkrebszellen eine Reihe von Wachstumsfaktoren, wie der
Zinkfingertranskriptionsfaktor Egr-1 (engl. early growth response protein 1)%, der
Wachstumsfaktor fiir Bindegewebe CTGF (engl. connective tissue growth factor) % und der
Hypoxie-induzierte Faktor la (HIF1la)®®, aktiviert. All diese Wachstumsfaktoren sind mit
einem aggressiven Verlauf des Tumorgeschehens assoziiert % Eine umgekehrte Regulation
der GPER Aktivitdat durch EGF und dem Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-1 (IGF-1, engl.

insulin-like growth factor 1) konnte ebenfalls gezeigt werden *",

Des Weiteren konnten auch die durch die Gg- Untereinheit von GPER vermittelte
Freisetzung von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und Kalziumionen
nachgewiesen werden 0318 Neben der Aktivierung von MAPK kénnen tber den GPER-EGFR
Stoffwechselweg auch Proteinkinase C (PKC) % und PI3K *%®* aktiviert werden. Ein weiterer
Signalmechanismus von GPER ist die indirekte Inhibierung der cAMP Freisetzung durch

Bildung eines Proteinkomplexes mit dem A-Kinase Ankerprotein 5 (AKAP5) und

8
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1% Neben der Aktivierung von schnellen

membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUKSs)
Signalkaskaden ist GPER auch in der Lage die Expression von Genen, wie beispielsweise dem
Apoposeregulatorprotein Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma2) ***, dem Protoonkogen c-Fos 2° oder
Egr-1 % zu beeinflussen. Eine vereinfachte Ubersicht der GPER Signalwege ist in Abb. 1

dargestellt.

G-1
Ivestra

@ amoxife

®

O EGFR

mER

Adapter

MAPK
PI3K/Akt

Abb. 1 GPER und ER Signalwege. Ostrogene, wie Ostradiol (E2) aktivieren den GPER und die klassischen
nukledren, sowie membrangebundene ERs. Nach Aktivierung der nukledren ERs kommt es zur
Rezeptordimerisierung und Bindung der Dimere an spezifische Promotorbereiche der DNA (A). Alternativ
binden aktivierte ERs (iber Protein-Proteininteraktionen an andere Transkriptionsfaktoren (TF) (B).
Membrangebundene ERs (mER) interagieren mit spezifischen Adapterproteinen (Adapter) und weiteren
Signalmolekilen wie c-Src, wodurch es zu einer Aktivierung der MAPK und PI3K/Akt Signalwege kommt. GPER
wird sowohl durch E2 als auch durch seinen spezifischen Agonisten G-1 und die Antidstrogene Tamoxifen und
Fulvestrant aktiviert. Ligandenbindung an GPER induziert die cAMP und ca”* Freisetzung (ber Gas.
Proteinkinase A (PKA) Aktivierung durch cAMP resultiert in der Aktivierung weiterer TF (C). Die aktivierte GBy-
Untereinheit des G-Proteins induziert die Transaktivierung des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR)
Uber Matrix Metalloproteinasen (MMP) und Freisetzung des Heparin-gebundenen epidermalen

Wachstumsfaktors (HB-EGF). Abbildung modifiziert nach Prossnitz und Barton, 2014 %,
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1.3.4 GPER im Mammakarzinom

63,102-107
. In der

GPER wird in mehr als 50 % aller primaren Mammakarzinome exprimiert
ersten Studie zur GPER Expression in Brusttumoren konnten Filardo und Kollegen einen
Zusammenhang der GPER Expression in den Tumoren mit groBeren Tumoren, hoherer
Metastaserate und einem schlechteren Uberleben der Patienten nachweisen ‘. In einer
weiteren groRen klinischen Studie, in der 981 primare Brustkarzinome auf ihre GPER
Proteinexpression untersucht wurden, stellten Samartzis und Kollegen fest, dass biologische
Eigenschaften der Tumore mit der Expression von GPER entweder im Zytoplasma (19,3 % der
Tumore) oder im Nukleus (53,9% der Tumore) korrelierten’”. Wihrend die
zytoplasmatische GPER Expression eher mit einem niedrigen Tumorgrad und moderater
Differenzierung und ER- und PR-positiven Tumoren assoziiert war, korrelierte die GPER
Proteinexpression im Zellkern mit undifferenzierten Tumoren und triple-negativem
Rezeptorstatus. Einen besonderen Einfluss hat die GPER Expression auf die Resistenzbildung
gegen Tamoxifen. Patienten mit GPER positiven Tumoren hatten mit Tamoxifen ein
schlechteres  Uberleben als Patientinnen mit GPER Expression, die keine
Tamoxifenbehandlung bekamen. Fir diese Patientinnen war GPER sogar ein positiver Faktor

105

fur das Uberleben ™. Mo und Kollegen bestitigten dieses Ergebnis und konnten zusétzlich

zeigen, dass die Expression von GPER an der Zellmembran entscheidend fiir die Ausbildung

108

der Tamoxifenresistenz ist ~ . Damit Ubereinstimmend wurde von unserer und weiteren

Arbeitsgruppen gezeigt, dass eine verminderte GPER Expression in den Mammatumoren

63,103,106

einen negativen Einfluss fiir das Uberleben der Patientinnen darstellt . Der Vergleich

zwischen normalem Brust- und Tumorgewebe konnte zusatzlich eine verringerte GPER

1% Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die

Proteinexpression in den Tumoren aufzeigen
GPER Expression im Ovarialkarzinom gezeigt %°. Kiirzlich wurde GPER auch als potentieller
Biomarker im TNBC beschrieben. Durch Ausschalten der GPER Expression in TNBC Zellen
konnten Girgert und Kollegen eine verminderte in vitro Proliferation der Karzinomzellen
zeigen 28,110

Die Bedeutung von GPER bezliglich der Proliferation von Tumorzellen und der Entwicklung

von Tumoren wird in zahlreichen in vitro Studien mit Tumorzelllinien unterschiedlicher

Tumorarten kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite fordert die Stimulierung von GPER

10
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64,6694 Auf der anderen Seite

durch verschiedene Liganden die Proliferation von Tumorzellen
inhibiert die spezifische Stimulation von GPER mit seinem Liganden G-1 und weiteren
Liganden wie Progestinen die Proliferation und das Wachstum von Zellen in verschiedenen

Zellkultursystemen 70,8788, 1117113

1.4 Genetische und epigenetische Regulation

Jede Zelle eines mehrzelligen Organismus besitzt die gleiche genetische Erbinformation,
jedoch existieren eine Vielzahl von verschiedenen Zell- und Gewebetypen mit sehr
unterschiedlichem Aussehen und spezialisierten Funktionen (Phanotyp). Die Ursache fiir die
Ausbildung verschiedener Zelltypen liegt in unterschiedlichen Genexpressionsmustern der
Zellen. Die Genexpression umfasst dabei den gesamten mehrstufigen Prozess von der
genetischen Erbinformation (DNA) bis hin zum funktionsfahigen Protein, welche an vielen
Stellen reguliert und beeinflusst werden kann. Neben der Regulierung von Transkription und
Translation, sowie alternativen Spleilvarianten der mRNA, spielen auch epigenetische
Regulationsmechanismen eine Rolle bei der Zelldifferenzierung und Aufrechterhaltung der
Identitat der Zellen. Zu den molekularen Mechanismen der epigenetischen Genregulation
zahlen Micro-RNAs (miRNAs), Modifikationen der Histone und die Methylierung der DNA.
Wie genetische Veranderungen der DNA durch Mutationen und Verdanderungen der
Genregulation, kénnen epigenetische Modifikationen zu abnormaler Aktivierung oder
Inhibierung verschiedene Genprodukte und Signalwege fihren und dadurch Krankheiten wie
Krebs auslésen. Sie beruhen jedoch nicht auf einer veranderten Abfolge der DNA Sequenz,

sondern vielmehr auf der Verinderung der Chromatinstruktur **.

1.5 DNA Methylierung

Die DNA Methylierung ist ein wichtiger Mechanismus zur Regulierung der Genexpression
und gehort zur Gruppe der epigenetischen Modifikationen der DNA. Biochemisch beschreibt
sie die kovalente Bindung einer Methylgruppe (CHs) an das finfte Kohlenstoffatom (°C) des
Pyrimidinrings der Nukleinbase Cytosin, welche von DNA Methyltransferasen (DNMT)
katalysiert wird **>. Wihrend DNMT 3A und 3B neue Methylierungen (de novo

11
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Methylierungen) katalysieren, erganzt DNMT 1 die Methylierungen an hemimethylierter
DNA und sorgt so fiir die Aufrechterhaltung der Methylierungsmuster nach Zellteilungen.
Durch eine DNA Methylierung kommt es zur Inaktivierung der Expression des betreffenden
DNA Abschnitts, da die direkte Bindung von spezifischen Transkriptionsfaktoren an die DNA

116
d

verhindert wir . Zusatzlich ermoglichen DNA Methylierungen die Bindung spezifischer

Transkriptionsrepressoren 7 Eine notwendige Voraussetzung fir die DNA Methylierung ist
die 5 Position des Cytosins (C) zum Guanin (G), sogenannte CpG (Cytosin-phosphadityl-

118

Guanin) Motive “*". In normalen Zellen findet die Methylierung vorrangig in CpG-armen DNA

Abschnitten statt **°

. Diese befinden sich mehrheitlich in LINE - (engl. long interspersed
transposable elements) und SINE - (engl. short interspersed nuclear elements) Retrotransposon-
Elementen, sowie in Satellitensequenzen. DNA Methylierungen in diesen DNA Bereichen
dienen der Stabilisierung des Chromatins. DNA Sequenzbereiche mit einem erhéhten CG
Gehalt von mindestens 50 % und einer Lange von 500 — 5000 Basenpaaren (bp) kénnen als

CpG Inseln bezeichnet werden **%**

. Rund die Halfte aller Gene besitzt CpG Inseln in ihren
regulatorischen Promotorbereichen 122 CpG Inseln bleiben im Gegensatz zu den global
verteilten CpG Motiven meist unmethyliert. Ausnahmen stellen hierbei die Anhdufung von
Methylierungen der CpG Inseln in regulatorischen DNA Abschnitten von inaktiven elterlich

123,124

gepragten Genen (imprinted genes) und Genen auf dem inaktivierten weiblichen X-

Chromosom 2>12¢ dar.

Da es in malignen Zellen haufig zu abweichenden Methylierungsmustern kommt, diese
reversibel, vererbbar und oft bereits sehr friih in der Tumorentwicklung stattfinden, hat die
DNA Methylierung eine besondere Bedeutung flir die Diagnostik und Behandlung von
Tumoren ¥/, Dabei tragen sowohl globale Hypomethylierungen des Genoms als auch lokale

Hypermethylierungen der CpG Inseln zur Entartung der Tumorzellen bei *2%°

Viele Tumorsuppressorgene werden durch Hypermethylierung ihrer regulatorischen DNA

130-132 . .
307132 Tumorsuppressorgene gehdren wie auch Onkogene zu den

Sequenzen inaktiviert
Tumorgenen. Diese Gene kontrollieren Zellteilung, Zelldifferenzierung, sowie den Zelltod
und unterstltzen bei einer veranderten Expression oder Funktion die Umwandlung einer
gesunden Korperzelle in eine sich unbegrenzt teilende Tumorzelle. Wahrend Onkogene

durch Aktivierung ihrer ,harmlosen” zelluldaren Vorstufen (Protoonkogene) die Proliferation

12
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der Zelle fordern, hemmen aktive Tumorsuppressoren die Zellteilung. Erst durch einen
Funktionsverlust beider Allele infolge von Mutationen oder einer verringerten
Expressionsrate kommt es bei Tumorsuppressorgenen zu einem malignen Phanotyp .
Auch bei Brustkrebspatientinnen fiihrt die Hypermethylierung zum Expressionsverlust einer

Vielzahl von Genen wie zum Beispiel ERa, PR, BRCA1 und E-Cadherin 1337137,

Azacytidin (5-azacytidin) und Decitabin (5-Aza-2'-desoxycytidin) sind Nukleosidanaloga und
wirken als Inhibitoren der DNMT 13, DNMT 1 erkennt das in die DNA inkorporierte
Cytosinanalog als natirliches Substrat, bindet es irreversibel und wird daraufhin inaktiviert
und abgebaut B39 Fur die Behandlung hamatologischer Erkrankungen wie dem
myelodysplastischen Syndrom und akuter myeloischer Leukdamie (AML) sind Azacytidin und

0

Decitabin bereits zugelassen 149 und haben einen positiven Effekt auf das Uberleben der

Patienten 41142

. Die Behandlung solider Tumore mit DNMT Inhibitoren ist momentan noch
nicht moglich, da zu hohe und damit toxische Konzentrationen Decitabin nétig waren, um
einen ausreichenden Effekt zu erzielen. Fir die Zukunft vorstellbar ware jedoch eine

Kombinationstherapie aus DNMT Inhibitoren und anderen Antitumormedikamenten.

1.6 Zellzyklus

Tumorzellen unterscheiden sich von Normalzellen durch einige typische Eigenschaften 43144,

Zu diesen wesentlichen Merkmalen zahlt dabei auch die Fahigkeit, sich unbegrenzt zu teilen.
Neben dem Verlust der Apoptose und einer verdnderten Sensitivitdit gegeniiber
Wachstumsfaktoren und Signalen, ist auch eine entartete Regulation des normalen

Zellzyklus eine Ursache fiir deutlich erhéhte Proliferationsraten.

Der Zellzyklus beschreibt den Verlauf der Zellen zwischen zwei Zellteilungen und kann in
genau definierte Zyklusphasen, namlich der Mitosephase (M-Phase), der DNA-
Synthesephase (S-Phase) und den beiden, die S-Phase umrahmenden ,,Liicken-Phasen”, G1-
und G,, eingeteilt werden (Abb. 2A). Wahrend in der G;- und G,-Phase unter anderem
Proteine und Lipide synthetisiert werden, findet in der Mitose die Aufteilung der
Chromosomen auf die beiden Tochterzellen und ihre Trennung (Zytokinese) statt. Dabei wird

die Mitose weiterhin in die Prophase, Promethaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase

13
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unterteilt. In der Prophase kondensiert das Chromatin, wodurch die Chromosomen sichtbar
werden. Die beiden Zentriolen wandern zu den entgegengesetzten Zellpolen und bilden das
Zentrum der ersten sich aufbauenden Mikrotubuli. In der Prometaphase |6st sich die
Kernmembran auf und Spindelfasern wandern von den Zellpolen zu den Chromosomen.
Durch Bindung der Spindelfasern an die Kinetochore der Chromosomen ordnen sich diese
wahrend der Metaphase in der Aquatorialebene an. In der Anaphase werden die
Schwesterchromatiden durch den Spindelapparat zu den zwei Zellpolen gezogen. Im letzten
Schritt der Mitose, der Telophase, bilden sich zwei neue Kernmembranen und es erfolgt die

Aufteilung der Zelle in zwei Tochterzellen 4.

Zellen, die sich nicht mehr teilen befinden sich in der Ruhephase (Gop). Aus dieser kbnnen sie
nach erneutem Proliferationssignal wieder in den Zellzyklus zuriickkehren. Einmal in die Go-
Phase (ibergegangen, verbleiben die Zellen jedoch meist in der Go-Phase und kehren nicht
zuriick in den Zellzyklus. Sie sind ausdifferenziert und fiihren ihre bestimmte Funktion bis
zum Zelltod aus. Ein Stoppen des Zellzyklus ist nur an genau definierten Kontrollpunkten
moglich. Hier werden bestimmte Voraussetzungen fiir den Ubergang in die nichste
Zyklusphase Uberprift. Die drei wichtigen Kontrollpunkte liegen am Ende der G;-Phase,
sowie am Ubergang der G,-Phase zur Mitosephase und zwischen der Meta- und der

Anaphase der Mitose 1>

. Der G;-Kontrollpunkt wird auch als Restriktionspunkt bezeichnet
und stellt eine Art Startpunkt der Zellteilung dar. Hier kontrolliert die Zelle, ob alle duRReren
und inneren Signale (GroRe der Zelle und Platz zu benachbarten Zellen, Nahrstoffe und
Wachstumsfaktoren sowie DNA-Integritat) fiir eine Zellteilung gegeben sind, bevor die DNA
in der S-Phase repliziert wird. Am G,-Kontrollpunkt wird die vollstindige und fehlerfreie
DNA-Replikation (iberprift. Der dritte Kontrollpunkt wird auch als Spindelkontrollpunkt

bezeichnet. Hier wird Uberprift, ob alle Kinetochore der Schwesterchromatiden mit

Spindelfasern verbunden sind.

Kontrolliert und gesteuert wird der Zellzyklus durch verschiedene Cycline und Cyclin-
abhédngige Kinasen (CDKs, engl. cyclin dependend kinases). Cycline sind Proteine, die selber
keine enzymatische Aktivitdt besitzen. Jedoch aktivieren sie durch Bindung an CDKs und
Bildung eines Cyclin-CDK-Heterodimers die Kinaseaktivitdt der CDKs. Diese sind daraufhin in

der Lage Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren, die fiir den Ubergang in die nichste
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147,198 Neben der

Zellzyklusphase verantwortlich sind, durch Phosphorylierung zu aktivieren
Bildung von Cyclin-CDK-Komplexen unterliegt die enzymatische Aktivitat weiteren
regulatorischen Mechanismen. Aktive Cyclin-CDK-Komplexe missen in einem bestimmten
Phosphorylierungszustand vorliegen und kénnen durch Bindung von CDK-Inhibitoren in ihrer
Aktivitdit gehemmt werden. Wahrend die Proteinlevel der verschiedenen CDKs Uber den
Zellzyklus relativ stabil bleiben, unterliegt die Aktivierung der Expression und der Abbau der
Cycline einer starken Regulation durch wichtige mitogene Signalwege, wie dem MAPK- und
dem WNT-Signalweg, wodurch abhangig von der jeweiligen Zellzyklusphase groRe
Konzentrationsunterschiede der Cycline vorherrschen . Das Expressionslevel der

unterschiedlichen Cycline ist in Abb. 2B dargestellt. Aufgrund ihrer Wichtigkeit fiir den

Ablauf des Zellzyklus sind Cycline und CDKs in Tumoren haufig Gberexprimiert.

G,-Kontroll-
punkt

Anaphase

Kontrollpunkt CDK4/6

pN

Cyclin D

Konzentration

G,- Kontroll-
punkt

Abb. 2  Ubersicht der Zellzyklusphasen und Konzentration der Cycline im Verlauf des Zellzyklus.
(A) Dargestellt sind die Zellzyklusphasen Mitose, DNA-Synthesephase (S) und die beiden , Lickenphasen” G;
und G, sowie der Zustand einer sich nicht teilenden Zelle mit normaler Zellfunktion (Gy). Zur Verdeutlichung der
Anzahl der Chromosomen sind diese auch aulerhalb der Mitosephase als kondensiert gezeigt. (B)
Charakteristische Cyclinkonzentration wahrend der Zellzyklusphasen und Bindung der einzelnen Cycline an
) 150

spezifische Cyclin-abhdngige Kinasen (CDK). (Abbildungen modifiziert nach Lodish (2001
(2008) %)

und Hochegger
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1.7 Apoptose

Neben der Zellzyklusregulation spielt auch der programmierte Zelltod (Apoptose) eine
wichtige Rolle fur die Transformation von Normalzellen in Tumorzellen. Die Apoptose ist ein
wichtiger Prozess in jedem Organismus um entartete und tberschissige Zellen zu beseitigen

152,153
=22, Der

(Homoostase) und spielt eine wichtige Rolle bei der Zell- und Organentwicklung
aktive ,Selbstmord” der Zellen wird durch Einfliisse von auBen, wie Aktivierung durch
Immunzellen (extrinsischer Weg) oder durch innere Einflisse, wie Fehler in der DNA
(intrinsischer Weg), ausgeldst. Morphologisch und biochemisch sind apoptotische Zellen
durch Zellschrumpfen, Blaschenbildung der Membran, DNA Fragmentierung, Umbau der
Zellmembran und Zerfall der Zelle in Vesikel gekennzeichnet. Diese Vesikel werden von
Phagozyten beseitigt. Im Gegensatz zur Nekrose, einem weiteren wichtigen Mechanismus
des Zelltods, werden bei der Apoptose benachbarte Zellen und Gewebe nicht durch die

sterbenden Zellen beeinflusst und geschadigt 154,

Schlisselenzyme der Apoptose sind die Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen), welche als inaktive
Zymogene exprimiert werden und in der Apoptose kaskadenartig hintereinander geschaltet
sind. Funktionell lassen sich die Caspasen in Initiator- und Effektorcaspasen einteilen.
Initiatitorcaspasen (Caspase-2, -8, -9 und -10) aktivieren durch ihre proteolytischen
Eigenschaften die inaktiven Vorstufen der Effektorcaspase zu ihren aktiven Formen. Die
Effektorcaspase-3, -6 und -7 sind aktiv am Abbau des Zytoskeletts (Aktin) und der
Kernmembran (Lamin) beteiligt. Caspase-3 ist dabei der wohl wichtigste Vertreter der
Effektorcaspasen. Sie spielt als Finale Effektorcaspase sowohl bei dem extrinsischen als auch
bei dem intrinsischen Caspaseweg eine Rolle und ist fiir den Abbau der meisten Substrate in

155
h =~

der Apoptose verantwortlic Beide Signalwege sind miteinander verbunden und

beeinflussen sich gegenseitig liber das Bcl-2 Protein Bid (engl. BH3 interacting-domain death
agonist)*®.

Die Einleitung der Apoptose durch extrazelluldre Einfliisse (extrinsische Apoptose) wird (iber
membranstandige  Todesrezeptoren  vermittelt. Zu  diesen  Rezeptoren  der
Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptorfamilie geh6éren unter anderem der Fas-Rezeptor (CD95)
und der TNF-Rezeptor 1. Durch Bindung von Todesliganden wie CD95L und TNFa, die sich auf

der Oberflache von zytotoxischen T-Zellen befinden, an die Todesrezeptoren, kommt es zur
16
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intrazelluldaren Aktivierung der Rezeptor-Todesdomane und anschlieender Aktivierung der
Initiatorcaspase-8, welche liber die Caspasekaskade die Effektorcaspase-3 aktiviert und so

d . Ausloser fur die Aktivierung der Apoptose Uber den

die Apoptose herbeigefiihrt wir
intrinsischen mitochondrialen Apoptoseweg konnen neben DNA Schaden auch der Entzug
von Wachstumsfaktoren oder osmotischer Stress sein. Intakte Zellen reagieren auf DNA
Schaden mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors p53. Dieser wiederum lost die
Transkription der pro-apoptotischen Proteine Bad und Bax aus. Durch die Aktivierung des
Multidomanenproteins Bax wird Cytochrom C aus den Mitochondrien freigesetzt. Parallel
dazu I6st sich der Apoptose-aktivierende Faktor (Apaf-1) von der Mitochondrienmembran.
Cytochrom C, Apaf-1 und Caspase-9 bilden zusammen das Apoptosom, welches in der Lage

8

ist, Caspase-3 zu aktivieren und den Tod der Zelle herbeizufiihren . Der dritte

Apoptosesignalweg wird durch eine Stressreaktion im endoplasmatischen Retikulum

eingeleitet. Bei diesem Apoptoseweg spielt Caspase-12 eine zentrale Rolle 159,160

Neben den drei Caspase-abhidngigen Apoptosesignalwegen gibt es auch einen Caspase-
unabhangigen Apoptosewege, dessen zentrales Protein der Apoptose-induzierende Faktor
(AIF) ist **11%2 AIF wurde 1996 erstmals beschrieben . Drei Jahre spater konnte die gleiche
Arbeitsgruppe eine, durch die Translokation des l6slichen mitochondialen Flavoproteins AlF

164 "AIF ist unter anderem in der

in den Zellkern ausgeloste, Apoptosereaktion nachweisen
Lage die Kondensation und Fragmentierung der DNA sowie die Permeabilisierung der

Mitochondrien auszul6sen.
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1.8 Zielstellung

Die kontroversen Forschungsergebnisse beziglich der Bedeutung von GPER im
Tumorgeschehen des Mammakarzinoms bildeten den Ausgangspunkt fir die vorliegende
Forschungsarbeit.

Ziel dieser Dissertation war es, die Rolle von GPER als Tumorsuppressor im Mammakarzinom

zu erforschen. Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1) Gibt es einen Unterschied in der GPER Expression in unterschiedlichen
Mammakarzinomzelllinien mit verschiedenem Hormon- und HER2-Rezeptorstatus?

2) Wie ist der Einfluss der spezifischen Aktivierung von GPER auf den Zellzyklus in diesen
Zelllinien?

3) Ist GPER Expression durch eine epigenetische Modifikation in vitro reguliert?

4) Hat die eventuelle epigenetische Modifikation von GPER eine Relevanz fiir das

Uberleben der Patientinnen mit Mammakarzinom?

Die gewonnenen Ergebnisse sollen einen Beitrag zur Klarung der Bedeutung des GPER im

Mammakarzinom liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Laborausstattung

ABgene’ PCR Platten

Aluminumfolie

aqua ad injectabilia

Chromatografie Papier

Cryo 1 °C Freezing Container ,,Mr. Frosty”
Cryovial® 2 ml

Deckglaschen 24x40 mm; 24x50 mm;
24x60 mm

Einbettkassette Kunststoff
Einmalspritze Omnifix-F 1 ml
Einwegskalpell

Eisbox

Filterspitzen 10 pl; 100 ul; 1000 pl
flissiger Stickstoff

Glasmaterialien

Immobilon™ Transfermembran

0,2 um; 0,45 pm

Kapillarpipetten

Microseal”‘B’Film

Neubauer Zahlkammer

Objekttrager mit Mattrand
Objekttrager fur Zellkultur, 8-Kammer
Parafilm M

PCR Puffer 5x GoTaq

Pasteurpipetten

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland
Whatman, Dassel, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Simport, Beloeil, Kanada

Thermo Scientific, Dreireich, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Feather, Osaka, Japan

neolab, Heidelberg, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Air Liquide, Biederitz, Deutschland
neolab, Heidelberg, Deutschland

MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland

Servoprax®, Wesel, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Thermo Scientific, Dreireich, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Petrischalen 60x15mm; 100x20mm
Pipetten

Pipettenspitzen 10 pl; 100 ul; 1000 pl
Puradisc Filter fur Spritzen 0,2 um
Reaktionsgefafie 0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Sterile R6hrchen 15 ml; 50 ml
Rundbodenréhrchen 5 ml

Serologische Pipette Glas 5 ml; 10 ml; 25 ml
Serologische Pipette Kunststoff

5 ml; 10 ml; 25 ml

Sterile Einwegspritzen 30 ml

Transferpipette 3,5 ml
Vernichtungsbeutel

Wagepapier

Zellkulturflaschen 25 cmz; 75 cm?
Zellkulturplatten 6-, 12-, 96-Loch

Zubehor fir Western Blot
2.1.2 Chemikalien und Lésungen

2-Mercaptoethanol (C,HgOS)
2-Propanol (C3HgO)
Acrylamid/Bis-Acrylamid-Lésung (30%)
Agarose fir Gele

Amersham Full-Range Rainbow Maker
Ammoniumpersulfat (APS)

Azeton (CsHeO)

Bromphenolblau

Chloroform (CHCIs)
DAPI-Eindeckelmedium (Vectashield)
Di-Methyl-Sulfoxid (DMSO)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Whatman, Dassel, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Deuschland

Greiner, Frickenhausen, Deutschland

Fresenius Medical Care, Bad Homburg,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
neolab, Heidelberg, Deutschland
Machery-Nagel, Diren, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Peqglab, Erlangen, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Peqglab, Erlangen, Deutschland

GE Healthcare, Berlin, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Vector, Burlinggame, CA, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Doppelt-destilliertes Wasser

Essigsdure (CH;COOH)

Ethanol 100 Vol-% (C,HeO)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

Fluorescein

G-1

G-15

Glycerol (C3Hg0s)

Glycin (C;HsNO,)

Hamatoxylin (nach Meyer)

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure)
Immersionsol 518F Immersol™
Immobilon™Western Chemiluminescent HRP
Substrate

Isotonische Natriumchlorid-Losung 0,9 %
Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs)
Kalziumchlorid (CaCl,)

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumsulfat (MgSQ0;,)

Methanol (CH30H)

M-MLV RT 5x Reaktionspuffer

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium Bromid)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Otto Fischer, Miinchen, Deutschland
Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Fluka, Steinheim, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland

Berlin-Chemie, Berlin, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
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Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat (CsHsNasz0)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriummetavanadate (NaOsV)
Natriumpyruvat (CgHsNaOs)

Nonidet P-40 (Igepal CA-630)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphat-gepufferte Salzl6sung (PBS)
Propidiumiodid (Cy7H34l,N4)
Proteinmarker Rainbow Marker
Proteinmarker, biotinyliert

Restore™ Western Blot Stripping Puffer
Salzsaure (HCI)

Schwefelsdure (H,SO4)

SYBR Green PCR Mastermix
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris Base (C4H11NO3)
Trishydrochlorid (C4H1:NO3-HCL)
TRIzol®

Trypan-Blau-Losung

Tween-20

Wasserstoffperoxid (30%) (H,0,)

Zitronensaure (CgHgO-)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Cell Signaling, Leiden, Niederlande
Thermo Scientific, Rockfort, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.3 Enzyme, Nukleinsduren und biologisch aktive Substanzen

Aktivkohle behandeltes fotales Kalberserum

DNAse fiir cDNA Synthese

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
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dNTPs flr cDNA Synthese

dNTPs fir PCR

Fotales Kélberserum (FBS)

Lipofectamine 2000

Methylierte/ nicht methylierte Standard DNA

M-MLV Reverse Transkriptase
Oligo-Desoxy-Thymidin-Nukleotide (odTs)
Penicillin 10000 U/mL / Streptomycin 10
mg/mL

Polymerase GoTaq
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (PhoStop)
Protein Assay Dye Reagent Concentrate
Rinderserum Albumin (BSA)

RNase A

RNAse-Inhibitor

siRNA: GPER (60743), p53 (29435),
Kontrolle A (37007)

SYBR Green | Master Mix

5 % Trypsin/EDTA 10x
2.1.4 Kits

Proteinassay (Bradford)
Chemilumineszenz Peroxidase Substrat
CpGenome DNA Modification Kit
DNA lIsolationskit NucleoSpin®

FITC AnnexinV Apoptosis Detection Kit
DAB Detection Kit

Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Life, Technologies, Darmstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Bio Rad, Minchen, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Life Technologies, Darmstadt Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland
MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland
Chemicon, Temecula, CA, USA
Machery-Nagel, Diren, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Ventana, Unterhaching, Deutschland
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2.1.5 Laborgeriite

Analysenwaage CPA225D
Chemilumineszenzgerdat GeneGnome5
CO,-Inkubator HERACELL 240
CO;-Inkubator NU-5500 E
Eismaschine ZBE 70-35
Elektrophoresesystem (horizontal, flr
Agarosegele)

FACS Calibur™

Kuhlschrank Liebherr FKEX 3600
Kuhlschrank Liebherr KTP 1810-20
Laboklav 80-V

Magnetriihrer RH Basic 2

Mastercycler personal
Mikroskop Axiovert 40C
Mikroskop Axio Observer Al
Mikrowelle

Minishaker MS 3 Basic

Mini Spin
Multifunktionsplattenlesegerat Synergy HT
NexES Farbemodul

pH-Meter

Power Supply

Prazisionswaage LA 620

Real-Time PCR Detection System iQ5
Reinigungs- und Desinfektionsautomat
Rontgentherapiegerat D3225
Schittelwasserbad SWB25
Sicherheitswerkbank Nu-437-400E

Sartorius, Berlin, Deutschland

Syngene, Cambridge, UK

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Peqglab, Erlangen, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland

SHP Steriltechnik, Magdeburg, Deutschland
Windaus-Labortechnik,Clausthal-Zellerfeld,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland
Laborfachhandel Gaudig GbR, Sulzetal,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BioTek, Bad Friedrichshall, Deutschland
Ventana, Unterhaching, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland

Peqglab Erlangen, Deutschland

Sartorius, Berlin, Deutschland

BioRad, Miinchen, Deutschland

Omnilab, Bremen, Deutschland

Gulmay, Byfleet, Surrey, UK

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

NuAire, Plymouth, MN, USA
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Trockenschrank

Ultra-Tiefkihlschrank MDF-U53V

Ultraschallhomogenisator

UV Transilluminator Imaging System
Vakuumpumpe fir Zellkultur
Vortexer
Wasseraufbereitungsanlage Elix10
Western Blot Apparatur
Wippchitteler PMR30

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Biofuge

2.1.6 Computerprogramme
AxioVision Rel. 4.6
Cell Quest Pro 4.bf4b

Gen 5 ™ Data Analysis Software

GraphPad Prism 5.0

Image J

iQ5 Software

Microsoft Excel 2007 und 2010
Microsoft PowerPoint 2007 und 2010
Microsoft Word 2007 und 2010

SPSS Version 22.0

2.1.7 Zellkulturmedien

DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)
DMEM/F12 Phenolrot-frei

Novodirect, Kehl, Deutschland
Laborfachhandel Gaudig GbR, Sulzetal,
Deutschland

Bandelin, Berlin, Deutschland

UVP, Upland, CA, USA

IBS Integra, Biebertal, Deutschland
IKA, Staufen, Deutschland
MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland
Peqglab, Erlangen, Deutschland
Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher, Dreieich, Deutschland

Zeiss Microimaging, Gottingen, Deutschland
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
BioTek Instruments, Bad Friedrichshall,
Deutschland

Statcon, Witzenhausen, Deutschland
National Institute of Health (NIH), USA
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland
Microsoft Deutschland, Berlin, Deutschland

SPSS, Chicago, IL, USA

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
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Opti-MEM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Zellkulturmedium Hormonreduziertes Kulturmedium
DMEM/F12 (1:1) Phenolrot freies DMEM/F12 (1:1)
+10 % FBS + 10 % Aktivkohle-behandeltes FBS
+ 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml + 100 U/ml Penicillin/100 pg/ml
Streptomycin Streptomycin

+ 15 mM HEPES

Einfriermedium

FBS +10 % DMSO

2.1.8 Angefertigte Losungen und Puffer

MTT Solution: 5 mg/ml MTT in PBS (sterilfiltriert)

MTT Solvent 4 mM HCI,
0,1 % Nonidet P-40
in 2-Propanol

Protein Lyse Puffer Stock pH 6,8 4 M Urea
0,5 % SDS
62,2 mM Tris

PBS (10x) pH 7,4 1,37 M Nacl
100 mM Na,HPO,4
27 mM KCl
18 mM KH,POq4

TBS (10x) pH 7,6 0,5 M Tris
1,5 M NaCl
FACS-Puffer 1 x PBS
1 % BSA

0,1 % NaNj3
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Losungen fiir SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Western Blot

APS

SDS Lade Puffer (5x) pH 6,8

Elektroden Puffer (10x)

TAE-Puffer (50x) pH 8,0
(Tris-Acetat-Essigsaure Puffer)

TE-Puffer (10x) pH 8,0
(Tris-EDTA Puffer)

Transfer Puffer (10x)

Transfer Puffer (1x)
Waschpuffer

Blockierlésung

2.1.9 Zelllinien

1 g APS in 1 ml destilliertem Wasser (10 % (w/v))

15 % 2-Mercaptoethanol
6 % SDS

60 % Glycerol

0,006 % Bromphenolblau
0,18 M Tris

0,25 M Tris Base
1,92 M Glycin
1%SDS10¢g

0,5 M EDTA
1 M Essigsaure
2 M Tris

10 mM EDTA
100 mM Tris

0,25 M Tris Base
1,92 M Glycin

20 % Methanol in 1xTranferpuffer
0,05% Tween 20 in TBS

5 % Magermilchpulver in Waschpuffer

Fiir die in vitro Experimente wurden vier verschiedene humane Mammakarzinomzelllinien

(MCF-7, SKBr-3, MDA-MB-213 und MDA-MB-468) und eine humane Nierenzelllinie (HEK293)

verwendet. Jede Karzinomzelllinie steht fir ein bestimmtes molekulares Brustkrebsmodell,

was sich durch unterschiedliche Expression von Hormon- und Wachstumsfaktorrezeptoren

zeigt. Alle vier Zelllinien stammen urspringlich aus Patientinnen mit Mammakarzinom und

gelten heute als Standartzelllinien. Sie wurden von der CLS Cell Lines Service GmbH,

Eppelheim, Deutschland bezogen. Als Kontrollzelllinie ohne GPER Expression wurde die
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Nierenzelllinie HEK293 in Kooperation mit der Regensburger Arbeitsgruppe Molekulare

Onkologie unter Prof. Oliver Treeck genutzt.

Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ¢

wird aufgrund der Expression der Hormonrezeptoren
ERa und PR auf molekularer Ebene als ,Luminal-A“ bezeichnet. Dariiber hinaus besitzen
MCF-7 Zellen keine funktionsfahige Caspase-3 166 Die zelllinie SKBr-3 wird durch eine
fehlende Expression von ERa und PR, sowie einer Uberexpression des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors HER2/neu charakterisiert und als ,HER2-positive” Zelllinie
klassifiziert. Bei den beiden triple-negativen Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und
MDA-MB-468 fehlen sowohl ERa als auch PR und HER2/neu. Wahrend MDA-MB-468 **” dem

168 ;u den

basal-dhnlichen (engl.: basal-like) Tumortyp zuzuordnen sind, zahlen MDA-MB-231
Claudin-niedrigen (engl.: claudin-low) Mammakarzinomen. Ein weiteres wichtiges Kriterium
fir die Charakterisierung von Tumoren ist die Funktionalitdt des Tumorsuppressors p53. Nur
in den MCF-7 Zellen ist die p53 Gensequenz noch intakt. In den Zelllinien SKBr-3, MDA-MB-
231 und MDA-MB-468 ist p53 durch unterschiedliche Mutationen auf der DNA Ebene

funktionsunfahig .

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten humanen Karzinomzelllinien.

Medium
Zelllinie Subtyp ERa PR HER2 Ref. (+10 % FBS, 1x P/S) # CLS
MCF-7  luminalA  + + - 165,170,171 DMEM/F12 300273
skgr-3 HERZ/meu + 170,171 DMEM/F12 300333
-positiv
MDA- triple- 170-172
MB231  negativ DMEM/F12 300275
DA- iple-
MDA triple - ; 171,172 DMEM/F12 300279

MB-468 negativ
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2.1.10 Antikérper

Tab. 2 Antikérperliste mit verwendeter Verdiinnung

Antikorper Molekulargewicht  Verdinnung Firma

. 1:500in TBST+ Santa Cruz Heidelberg,
Anti- GPER, K19 40 kDa 5 % BSA Deutschland
Anti-AlF inaktiv 67 kDa 1:1000 in TBST  Cell Signaling, Leiden,

aktiv 57 kDa +5 % BSA Niederlande

. . 1:10000 in TBST .
Anti-R-Aktin 42 kDa +5 9% BSA Abcam, Cambridge, UK

. 1:1000 in TBST  Cell Signaling, Leiden,
Anti-Cdc2 34 kDa +5 % BSA Niederlande

. . 1:1000 in TBST  Cell Signaling, Leiden,
Anti-CyclinB1 55 kDa +5 9% BSA Niederlande

Procaspase-3

1:1000 in TBST

Anti-Caspase-3 29 kDa of n: Abcam Cambridge, UK
aktiv 12 kDa +5 % milk
Anti-phospho- 17 kDa 1:1000 in TBST  Cell Signaling, Leiden,
Histon H3 (Ser10) +5 % BSA Niederlande
1:1000 in TBST  Calbiochem, Bad Soden
Anti- AB- kD ’ ’
nti-p53 (AB-6) >3 kDa +5 % BSA Deutschland
1:1000 in TBST  Thermo Fischer Scientific
Anti-M -HRP k ar AK !
nti-Maus Sekundar + 5 % milk Dreireich, Deutschland
Anti-Kaninchen- Sekundr AK 1:1000 in TBST  Thermo Fischer Scientific,
HRP + 5 % milk Dreireich, Deutschland
Anti-Biotin, HRP- . 1:5000 in TBST  Cell Signaling, Leiden,
gekoppelter AK Sekunddr AK +5 % milk Niederlande
Anti-GPER, N-15 Primar AK 1:200in PBS + Santa Cruz Heidelberg,
Immunfluoreszenz 2,5 % FBS Deutschland
Anti-Kaninchen- Sekundar AK 1:200 in PBS + Thermo Fischer Scientific,
FITC Immunfluoreszenz 2,5 % FBS Dreireich, Deutschland
. Primar AK 1:500in PBS + .
Anti-GPER-1 Immunhistochemie 2,5 % FBS Acris, Herford, Deutschland
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2.1.11 Primer

Tab. 3 Verwendete Primer fiir die PCR

Primer Sequenz
vorwarts 5-AGT CGG ATG TGA GGT TCA G-3°
GPER
rickwarts  5°-TCT GTG TGA GGA GTG CAA G-3°
vorwarts 5-GTT TGT ATG AGATTG TGA AATTTG T-3°
GPER_UM
rickwarts  5°-ACT AAA AAT ACA CTT AAA ACCCACT-3"
vorwarts 5°-TTT GTA CGA GAT TGT GAA ATT CGT-3°
GPER_M
rickwarts  5-ACT AAA AAT ACA CTT AAAACCCGCT-3°
vorwarts 5°-GAT CAT TGC TCC TCC TGA GC-3°
R-Aktin

rickwarts  5-ACT CCT GCT TGC TGATCC AC-3°

Alle Primer wurden bei Metabion, Martinsried, Deutschland bezogen.

2.1.12 Patientenproben

Fiir die Untersuchung der GPER Promotormethylierung und GPER Proteinexpression wurden
Tumorproben von 260 Brustkrebspatientinnen analysiert. Alle Frauen waren zwischen 2001
und 2012 Patientinnen der Universitatsfrauenklinik der Otto-von-Guericke-Universitat
Magdeburg (OvGU). Einschlusskriterien fir die Untersuchungen war ein priméares operables
Mammakarzinom, ohne vorherige Chemotherapie oder andere Krebserkrankungen. Die
Patientenverfolgung (Follow-up) begann mit dem Tag der Brustkrebsdiagnose und endete
mit dem Tod der Patientin oder der letzten verfligbaren Information in der Datenbank der
OvGU. Der Zeitraum der Patientenbeobachtung endete am 31.05.2015. Es konnte ein
Median von 50,4 (Bereich 1 — 158 Monate) Monaten fiir die Follow-up Zeit erreicht werden.
Die Patientencharakteristiken sind in Tab. 4 dargestellt. Die fiir die DNA Isolierung genutzten
Tumorschnitte wurden fir die Diagnostik der Patientinnen nicht mehr benétigt und
pseudonymisiert behandelt. Somit stehen sie nach §16 Abs. 5 der Allgemeinen
Vertragsbedingungen (AVBs) der OvGU und Ricksprache mit einem Mitglied der
Ethikkommission fiir eine rein retrospektive Untersuchung zur Verfiigung (AVBs der OvGU,

Stand 13.08.2009; Dtsch Arztebl. 2003; 100:A 1632).
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Tab. 4 Tumorcharakterisierung der analysierten Brustkrebspatientinnen

Tumorcharakteristik N %
Total 260 100
Alter (Bereich) 62 (30-96)
Tumorgrolle
<2cm 137 52,7
>2cm 94 36,2
unbekannt 29 11,2
Lymophknotenstatus
negativ 162 62,3
positiv 79 30,4
unbekannt 19 7,3
Histologische Einteilung
duktal 61 23,5
lobular 15 5,8
andere 4 1,5
unbekannt 180 69,2
Histologischer Grad
1 29 11,2
2 117 45,0
3 105 40,4
unbekannt 9 3,5
ER Status
negativ 106 40,8
positiv 142 54,6
unbekannt 12 4,6
PR Status
negativ 134 51,5
positiv 114 43,8
unbekannt 12 4,6
HER2/neu Status
negativ 204 78,5
positiv 42 16,2
unbekannt 14 5,4
Operation
ohne 11 4,2
Brust erhaltend 130 50,0
Mastektomie 103 39,6
unbekannt 16 6,2
Bestrahlung
nein 72 27,7
ja 181 69,7
unbekannt 7 2,7
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Trypsinieren von Zellen

Das Passagieren der adhdrenten humanen Zelllinien erfolgte unter Ausnutzung der
Proteaseaktivitdt der Trypsin/EDTA Losung. Dafiir wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz
von rund 80 % kultiviert. Nach Entfernung des Kulturmediums und einem zusatzlichen
Waschschritt mit PBS zur Beseitigung noch vorhandener Mediumriickstande, wurden 10 ml
einer 0,05 % igen Trypsin-EDTA Losung auf die Zellen gegeben. Nach drei Minuten
Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen durch vorsichtiges Klopfen an der Kulturflasche gelost
(Kontrolle unter dem Mikroskop, gegebenenfalls noch 1 Minute (min) inkubieren) und die
Trypsin/EDTA Losung mit 10 ml Kulturmedium inaktiviert. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension bei 1200 rpm flir 10 min bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Resuspension des Zellpellets in 1 ml

Zellkulturmedium und Weiterkultivierung der Zellen mit geeignetem Verdiinnungsfaktor.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die adhadrenten Zellen nach dem Trypsinieren in 1 ml
Zellkulturmedium resuspendiert. Eine Probe von 10 pl Zellsuspension wurde 1:2 - 1:100 mit
Trypan-Blau verdinnt. Da nur tote Zellen wegen ihrer defekten Zellmembran den blauen
Farbstoff aufnehmen, dient Trypan-Blau unter dem Lichtmikroskop zur Unterscheidung der
lebenden und toten Zellen. Es wurden je 10 ul der mit Trypan-Blau verdiinnten
Zellsuspension in die Neubauer-Zahlkammer hinein pipettiert. Aufgrund der Beschaffenheit
der Zahlkammer (ein Eckquadrat besitzt eine Fliche von 1 mm? und eine Héhe von 0,1 mm)
ist es moglich anhand der gezahlten Zellen in den vier Eckquadraten die Zellzahl der

Ausgangszellsuspension zu bestimmen. Hierflir wurde folgende Formel verwendet.

# Zellen in 4 Eckquadraten
4

Zellzahl pro pl = * 10 * Verdlinnungsfaktor
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2.2.1.3 Einfrieren von Zellen im fllissigen Stickstoff (Kryokonservierung)

Fir die Langzeitlagerung wurden die Zelllinien im flussigen Stickstoff bei -196 °C gelagert.
Daflir wurden die Zellen nach dem Trypsinieren noch einmal mit 1x PBS gewaschen. Nach
anschlieBender Zentrifugation wurden die Zellen in einer Konzentration von 1x10° Zellen/ml
in Einfriermedium (FBS + 10 % DMSO) aufgenommen und je 1x10° Zellen in ein KryogefaR
Uberfihrt. Um einen moglichst schonenden Einfrierprozess zu gewahrleisten, wurden die
Zellen vor der endglltigen Lagerung im Stickstoff fir 24 Stunden (h) in einem speziellen

Einfrierbehaltnis (,,Mr. Frosty”) bei -80 °C gelagert.

2.2.1.4 Auftauen Kryo-konservierter Zellen

Um in Stickstoff gelagerte Zelle wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen rasch im
37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und in ein Reaktionsgefdf mit 10 ml warmem
Kulturmedium Gberfiihrt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension zentrifugiert (1200 rpm,
10 min, RT). Nach Absaugen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in neuem
Kulturmedium, wurden die Zellen in eine frische Kulturflasche mit warmem Kulturmedium

Uberfihrt.

2.2.2 Immunfluoreszenzmikroskopie fiir GPER

Die Immunfluoreszenzmikroskopie macht es moglich, Zielstrukturen und Molekiile mit
fluoreszenzgekoppelten Antikérpern zu markieren und deren Lokalisation unter dem
Fluoreszenzmikroskop zu detektieren. Fir die Immunfluoreszenzfarbung von adhéarent
wachsenden Zellen wurden diese in speziellen ZellkulturgefaBen mit einem Objekttrager als
Kulturuntergrund kultiviert (8-Kammer Objekttrager (chamber slides), 1 Kammer = 0,8 cm?).
Nach Erreichen einer Zelldichte von 50 - 60 %, wurde das Kulturmedium aus den Kammern
entfernt und die Zellen fir 20 min mit eiskaltem Methanol/Azeton (1:1) bei -20 °C fixiert.
Zum Entfernen des Methanol/Azetongemisches folgten zwei Waschschritte mit PBS fiir
5 min bei RT, bevor die Zellen fiir weitere 5 min mit TBS + 0,05 % Tween permeabilisiert und
anschlieBend alle freien Bindungsstellen mit 5% FBS in PBS blockiert wurden. Der
verwendete GPER Erstantikorper (GPER Klon N-15) wurde 1:200 in PBS mit 2,5 % FBS

verdiinnt. Die Inkubation mit dem Erstantikérper erfolgte Gber Nacht (i.N.) bei 4 °C in einer
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Feuchtkammer. Nach weiteren zwei Waschschritten mit PBS (5 min, RT), wurden die Zellen
fir 1 h bei RT mit dem fluoreszenzgekoppelten Zweitantikorper inkubiert, danach wiederum
zweimal gewaschen und anschlieBend mit DAPI-Einfassungsmedium (4',6-Diamidin-2-
phenylindol), zur Gegenfarbung der Zellkerne, eingedeckelt. Direkt im Anschluss erfolgte die
Auswertung der Farbung am Fluoreszenzmikroskop. Zur Betrachtung der Praparate mit dem
100er Objektiv wurde zwischen Objekttrager und Objektiv ein Tropfen Immersionsol

gegeben.

2.2.3 Zellviabilititsmessung mittels MTT-Test

Der kolorimetrische MTT-Test ist eine Methode zur indirekten Bestimmung der

Zellviabilitat 73

. Mit Hilfe dieses Testes ist indirekt auch eine Aussage Uber die relative
Zellproliferation von behandelten, in Bezug auf unbehandelte Kontrollzellen, méglich. Das
Prinzip des MTT-Tests beruht auf der intrazellulairen enzymatischen Umwandlung des
|6slichen gelben Tetrazols (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid,
MTT) in blau-violette Formazan Kristalle infolge der Reduktion durch NADH (Nicotinamid-

Adenin-Dinukleotid) und NADPH (Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat).

Fiir die Durchfiihrung des MTT-Tests wurden 2000 Zellen pro Vertiefung einer 96-Loch Platte
in 200 pl Zellkulturmedium ausgesat und U.N. bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Am nachsten
Tag wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und neues hormonfreies
bzw. Standardkulturmedium hinzugegeben. Nach weiteren 24 h Kultur unter
Standardbedingungen (37 °C und 5% CO,) erfolgte die Behandlung der Zellen mit der
jeweiligen chemischen Substanz (G-1, G-15 oder Aza). Kontrollzellen wurden mit
entsprechenden Mengen DMSO (0,1 %) bzw. 50 % Essigsaure (0,1 %), in denen die jeweilige
zu testende Substanz gelost war, behandelt. In Abhangigkeit des Experiments wurden drei -
funf Tage nach der Stimulation 40 pl der gelben MTT Losung (5 mg/ml MTT in PBS) in jede
Vertiefung mit Zellen gegeben und die gesamte Platte fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Die in den
Zellen gebildeten unldslichen Formazan Kristalle wurden nach Entfernung des Mediums mit
MTT Solvent geldst. Um eine vollstandig homogen gefarbte Losung zu erhalten, wurden die
Platten, lichtgeschitzt in Aluminiumfolie verpackt, fir 20 min geschittelt. Die
Absorptionsmessung erfolgte im Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 590 nm.

Nach Subtraktion der Absorption bei 620 nm konnten die Daten ausgewertet werden.
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2.2.4 Stimulation von Tumorzellen mit G-1, G-15 und Aza

Die pulverférmigen Substanzen G-1 (GPER Agonist) ®® und G-15 (GPER Antagonist) *° wurden
in DMSO gel6st. Es wurden Stocklésungen von 100 mM G-1 und 100 mM G-15 angelegt und
bei -20 °C gelagert. Fur die Versuche wurden die Substanzen so mit DMSO verdiinnt, dass in
jedem Reaktionsgefdll eine Endkonzentration von maximal 0,1 % DMSO enthalten war.

Kontrollzellen wurden ebenfalls mit 0,1 % DMSO behandelt.

Flr die Versuche zur globalen Demethylierung der DNA wurde 5-Aza-2'-desoxycytidin (Aza,
Decitabin), ein synthetisches Nukleosid und Analogon des Nukleosids Desoxycytidin,

174 Da Aza in geldster Form sehr instabil ist, wurde fiir jeden Versuch eine kleine

verwendet
Menge Aza mit der Feinwaage abgewogen und eine Stammldsung von 10 mg/ml mit 50 %
Essigsdure angesetzt. Diese erste Stammlosung wurde 1:20 mit destilliertem Wasser
verdlinnt, sodass eine Arbeitslésung von 0,5 mg/ml (2191 uM) Aza entstand. Die Zellen

wurden dann mit 5 uM Aza stimuliert (22,87 pl Arbeitslosung in 10 ml Kulturmedium).

2.2.5 Wundheilungstest zur Migrations- und Proliferationsmessung adhdérenter Zellen

Der Wundheilungstest wurde zur quantitativen Bestimmung der Zellproliferation
angewendet. Das Prinzip dieses Tests ist die Migration und Proliferation von adharenten

175 Diese Liicke

Zellen, um eine Liicke in der konfluent gewachsenen Zellschicht zu schlieRen
wurde vorher durch einen Kratzer mit einer sterilen Pipettenspitze in den Zellrasen manuell
eingebracht. Fir die Auswertung der Proliferation wurde die nach 48 h mit Zellen

zugewachsene Flache nach folgender Formel ermittelt.
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Azugewachsen = AWunde 0Oh — AWunde 48h

Oh 48 h

I:I Fliche Wunde
I:I Zellrasen

- Zugewachsene Flache

Abb. 3 Schematische Darstellung des Wundheilungstests. Mit Hilfe einer sterilen 200 pl Pipettenspitze wird
ein senkrechter Kratzer in den Zellrasen eingebracht. Die Flache des Kratzers wird unter dem Lichtmikroskop

Uber einen Zeitraum von 48 h beobachtet und vermessen.

MCEF-7 Zellen wurden fiir den Versuch in einer Konfluenz von 70 — 80 % (300000 Zellen/Loch)
auf eine 12-Loch-Zellkulturplatte ausplattiert. Um eine Betrachtung des gleichen
Zellausschnitts zu verschiedenen Zeitpunkten zu ermoéglichen, wurde der Boden der
Zellkulturplatte vorher von auRen mit einer Markierung versehen. Nach Ubernachtkultur der
Zellen bei 37°C, 5% CO, im Zellkulturinkubator wurde mit Hilfe einer sterilen 200 pl
Pipettenspitze ein vertikaler Kratzer in den Zellrasen eingebracht. Um die abgeldsten Zellen
zu beseitigen, wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen zweimal mit warmem PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen mit spezifischen Stimulantien (G-1 und G-15)
behandelt und ein Foto des markierten Zellausschnitts unter dem Lichtmikroskop
aufgenommen (Zeitpunkt 0 h). Nach weiterer Inkubation im Zellkulturinkubator (24 h und
48 h) wurde dieser Zellabschnitt wiederum unter dem Mikroskop mit gleichen Einstellungen

fotografiert und im Anschluss die zugewachsene Flache berechnet.

2.2.6 RNA Isolierung aus humanen Zellen nach Chomczynski und Sacchi

Das verwendete Protokoll zur Isolierung der RNA aus Zellen basiert auf der ,single step”
Methode nach Chomczynski und Sacchi unter der Verwendung von TRIzol® *°. Hierbei
werden Zellen in einem Schritt lysiert und die biochemischen Bestandteile RNA, DNA und

Proteine nach Zugabe von Chloroform in drei einzelne Phasen getrennt.

Nach Resuspension der Zellen in 1 ml TRIzol mit anschlieBender Inkubation fiir 10 min bei

RT, wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt und der Ansatz nach mehrfacher Invertierung fir
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weitere 10 min bei RT inkubiert. Bereits nach der Inkubation sollten eine milchige obere und
eine rotliche untere Phase zu erkennen sein. Diese Phasen wurden dann mit Hilfe eines
Zentrifugationsschritts (15 min, 12000 rpm, 4 °C) in eine klare obere Phase (enthalt RNA),
eine milchige Zwischenphase (enthadlt DNA) und eine klare rote untere Phase (enthalt
Protein) getrennt. Die RNA enthaltene obere Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml
ReaktionsgefalR (RNase-frei) Uberfiihrt und mit gleichem Volumen eiskaltem 2-Propanol
versetzt. Durch diesen Reaktionsschritt wird die RNA aus der Losung gefallt. Um eine hohere
Ausbeute an RNA zu erzielen, wurden die Proben {i.N. bei -80 °C eingefroren. AnschlieRend
wurde die RNA bei 12000 rpm fiir 10 min (4 °C) zentrifugiert, wodurch sich ein sichtbares
RNA Pellet am Boden des ReaktionsgefdaRes bildete. Es folgten zwei Waschschritte mit
jeweils 1 ml 70 % Ethanol. Um die RNA von Restalkohol zu befreien, wurden die Pellets
10 min bei RT getrocknet bevor sie in 12 pl RNAse-freies Wasser aufgenommen wurden. Bis

zur Weiterbehandlung wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséiuren

Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren beruht auf der Eigenschaft
der Nukleinsauren, im UV-Bereich Licht zu absorbieren. Mit Hilfe eines Multiplikationsfaktors
ist es moglich, direkt aus dem Messwert der optischen Dichte bei 260 nm (ODyg0) auf die
Nukleinsdaurekonzentration zu schlieRen. Um Verunreinigungen mit Protein auszuschliellen
wurde das Verhéltnis der optischen Dichten bei 260 nm und 280 nm (OD60/OD>go) ermittelt.

Eine proteinfreie Nukleinsdurelésung weist eine OD,g0/0D;g0 von 1,8-2,0 auf.

c ;—QL] = 0Dy XV XF ¢ = Konzentration der Gesamtldsung

V = Verdiinnungsfaktor

F = Multiplikationsfaktor:
50 fir doppelstrangige DNA
40 fur RNA

Fur die Messung wurden die Proben 1/100 bzw. 1/200 mit RNase-freiem Wasser verdiinnt

und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm im Spektralphotometer gemessen.
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2.2.8 cDNA Synthese

Bei der cDNA (engl. complementary DNA, komplementare DNA) Synthese wird RNA mit Hilfe
der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Diese Umwandlung ist notwendig, da

die sehr instabile RNA nicht als Template fiir die PCR genutzt werden kann.

Flr jede Reaktion wurden 2 ug RNA in ein 0,2 ml RNase-freies ReaktionsgefaR gegeben und
mit entsprechendem Volumen an RNase-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 18 pl
erganzt. Nach Zugabe von 1 ug oligo-dT-Primern (odTs) wurden die Proben kurz gemixt und
herunterzentrifugiert. Die Anlagerung der odTs an den Poly-A-Schwanz der mRNA erfolgte
flr 10 min bei 75 °C im Thermocycler. Danach wurden die Proben fiir 2 min auf Eis abgekiihlt
bevor 18,5 ul Mix A in jeden Ansatz gegeben wurden. Mix A enthalt 5x M-MLV RT-Puffer
(8 ul), Desoxy-Nukleotidtriphosphate (dNTPs, 4 ul, 2,5 mmol/l), DNase (2 ul, 2 U/ul), RNase
Inhibitor (0,5 ul, 40 U/ul) und RNase-freies Wasser (4 ul). Die danach folgenden
Inkubationen der Proben fiir 30 min bei 37 °C, sowie 5 min bei 75 °C und 2 min bei 4 °C
dienten dem Abbau noch vorhandener DNA und der anschlieBenden Inaktivierung der daran
beteiligten Enzyme. Im letzten Schritt der cDNA Synthese wird der cDNA Strang
komplementar zum Matrizen Strang (RNA) ergdnzt. Hierfir wurden je 1 ul Reverse
Transkriptase (200 U/ul) und 1 pl RNase Inhibitor (40 U/ul) zu jedem Ansatz hinzugefugt und
die Proben fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Die abschlieRende Erhitzung des Ansatzes fir
5 min auf 94 °C fihrte zur kompletten Inaktivierung der an den Reaktionen beteiligten

Enzyme. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.9 Quantitative Echtzeit (Real-Time) Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (engl. quantitative Real-Time PCR) ist
eine Methode, bei der in Abhédngigkeit der gewahlten Primer, spezifische Bereiche der
eingesetzten DNA (template) vervielfdltigt werden. Grundprinzip hierbei sind die drei
Schritte der herkdmmlichen PCR (Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation). Ziel
der Real-Time PCR ist eine Aussage Uber die Expression von Zielgenen anhand der
mengenmalRigen Vervielfadltigung der eingesetzten cDNA. Fir die Quantifizierung der
entstandenen PCR Produkte wurde das SYBR-Green Fluoreszenzsystem verwendet. SYBR-

Green | ist ein Cyanin-Farbstoff, der an doppelstrangige DNA bindet und dadurch mit der

38



Christine WeiRenborn Material und Methoden

DNA einen griin-fluoreszierenden Komplex bildet (emittierte Wellenlange Amax=521 nm).
Mit der exponentiellen Zunahme der doppelstrangigen PCR Produkte nach jedem PCR Zyklus
nimmt somit auch das SYBR-Green | Fluoreszenzsignal zu. Da als DNA Template die zur
MRNA komplementare cDNA genutzt wurde, |asst sich dartber hinaus eine Aussage Uber die

mengenmaRige Expression von einzelnen Genen treffen.

2.2.9.1 Durchfithrung der Real-Time PCR

Jede Real-Time PCR wurde auf speziellen 96-Loch-PCR Platten im iCycler (BioRad)

durchgefiihrt. Der einfache Mastermix (Gesamtvolumen 13 pl) setzte sich folgender MalRen

zusammen:
RNase-freies Wasser (aqua ad inj.) 2 ul
Primer Mix 3ul
Fluorescein (1:10 mit RNase-freiem Wasser) 0,5 ul
SYBR Green | 6,5 ul
cDNA 1l

Die optimalen Primerkonzentrationen und PCR Bedingungen wurden fiir jedes Zielgen tber
eine Primertitration ermittelt. Anhand dieser Titration ergaben sich fir die Amplifizierung
vom GPER eine optimale Primerkonzentration von 50nM Vorwarts- und 50nM

Rickwartsprimer sowie folgende PCR Konditionen:

Tab. 5 Programm der GPER Echtzeit PCR

Temperatur Zeit
1 95°C 10 min
2 95°C 30s
3 54 °C 45s
4 72°C 30s

2-4 40x

5 95°C 1 min
6 55°C 1 min
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Als Referenzgen wurde B-Aktin fir jede Probe (Vorwartsprimer 50 nM, Rickwartsprimer
300 nM) amplifiziert. Wie auch bei dem Zielgen wurden alle Reaktionen in

Doppelbestimmungen durchgefiihrt.

2.2.9.2 Auswertung der Real-Time PCR

Die Auswertung der PCR Ergebnisse beruht in der Analyse der ci-Werte der einzelnen
Proben. Als c-Wert (cycle treshhold) bezeichnet man den Zyklus einer PCR in dem das
jeweilige Fluoreszenzsignal erstmalig exponentiell ansteigt und damit signifikant groRer ist
als der Hintergrund. Fir die Ermittlung der relativen Expression wurden zuerst aus den
beiden ci-Werten der Doppelbestimmungen des Zielgens und des Referenzgens die
Mittelwerte gebildet. Die zwei Werte der Doppelbestimmung sollten dabei nicht mehr als
0,5 Zyklen voneinander abweichen. Bei einer hoheren Abweichung als 0,5 Zyklen muss die
PCR wiederholt werden. Die Differenz des mittleren c; des Zielgens und des Referenzgens
wird als Ac; bezeichnet. Mit der Formel 272¢ wurde dann die relative Expression des

Zielgens in Bezug auf das Referenzgen bestimmt.

2.2.10 Protein Isolierung aus Zellen

Die Gesamtproteinmenge der Zellen wurde aus Zellpellets isoliert. Hierfiir wurden die Pellets
in Abhangigkeit ihrer GroBe bzw. Zellzahl mit 30 pl — 50 pl Protein Lyse Puffer (2 ml Lyse
Puffer Stock, 100 mM PMSF, 1:100 Protease Inhibitor Cocktail Set 1ll) resuspendiert und
anschliefend mit fiinf Ultraschallimpulsen homogenisiert. Die Lyse der Zellen fand liber eine
Stunde auf Eis statt, wobei die Zellen alle 10 min gemischt wurden (Vortexer). Die Lagerung

der Zelllysate erfolgte bei -80 °C.

2.2.11 Proteinquantifizierung nach Bradford

Der Bradford Test'”” st eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung der
Proteinkonzentration einer Losung. Die Methode beruht auf der Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau G250 von 470 nm auf
595 nm in Abhédngigkeit der in der Losung enthaltenen Proteinmenge (basische
Aminosaurenseitenketten der Proteine). Da die Proteinkonzentration nicht direkt aus den

Extinktionswerten bei einer Wellenlange von 595 nm ermittelt werden kann, wurde fir die
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Auswertung des Assays eine Standardreihe mit bekannten Proteinkonzentrationen

(hergestellt mit BSA) angefertigt.

Fir die Messung wurde das Coomassie-Brilliant-Blue G250 Reagenz (Bio Rad) 1:5 mit aqua
ad inj. verdiinnt und anschlieend steril filtriert (0,2 um Filter). Die Proteinproben wurden
1:20 mit dem aqua ad inj. verdiinnt und je 10 pl in Doppelbestimmung auf eine 96-Loch-
Platte aufgetragen. AnschlieBend wurden zu jeder Proteinprobe 200 ul des verdiinnten
Coomassie Reagenz gegeben und die Platte fiir 5min bei RT inkubiert, bevor die
Absorptionsmessung im Spektralphotometer erfolgte. Zur Auswertung wurde aus der
Standardreihe eine lineare Funktion ermittelt, mit Hilfe welcher die Proteinkonzentration

der einzelnen Proben berechnet werden konnte.

2.2.12 Western Blot

Der Western Blot ist eine biochemische Methode zur Identifizierung und Quantifizierung von
Proteinen. Dabei werden Proteine im ersten Schritt in einem Polyacrylamidgel der GrofRe
nach aufgetrennt. Im zweiten Schritt werden sie dann auf eine Membran lbertragen. Auf
dieser Membran ist eine Detektion der Zielproteine mit spezifischen Antikérpern maglich.
Durch den Vergleich der Bandenstarke der Zielproteine mit Referenzproteinen ist eine

semiquantitative Auswertung der Proteinexpression im Western Blot moglich.

2.2.12.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat Elektrophorese SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate -polyacrylamide
gel electrophoresis) ist eine Methode zur groRenabhangigen Auftrennung von Proteinen in
einem Polyacrylamidgel }’®. Durch die Verwendung von SDS als Zusatz in der
Probenvorbereitung und als Bestandteil in den Tragergelen wird die spezifische Eigenladung
der Proteine von der negativen Ladung des SDS Uberdeckt. Die Trennung der einzelnen
Proteine im elektrischen Feld ist dadurch nur von der ProteingréRe und dem damit
verursachten Widerstand beim Durchlauf durch die vernetzten Acrylamidpolymere

abhangig.
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Fir die vorgelegten Versuche wurden Gele mit 12 % und 15 % Acrylamid angefertigt. Je
hoher der Anteil an Acrylamid im Gel ist, desto feinmaschiger wird das Netz der
Acrylamidpolymere, welches die Bewegung der Proteine behindert. Proteine gleicher GroéRRe
bewegen sich demzufolge in einem hoher prozentigen Gel bei gleich angelegter Spannung
langsamer. Besonders kleine Proteine (10-20kDa) lassen sich durch einen hohen
Arcylamidanteil im Gel besser voneinander trennen. Die Gele wurden in einer Gelkammer
(10 cm Gele, Peqglab) zwischen zwei Glasplatten mit einem Abstand von 1,5 mm gegossen.
Jedes Gel besteht aus einem Trenngel und einem Sammelgel. Das Trenngel ist dabei fiir die
Separierung der Proteine verantwortlich, das durchlassigere Sammelgel ermoglicht den
gleichmaRigen Start der Proteinlauffront ermoglicht. Die Gele wurden vor jeder
Elektrophorese frisch gegossen und setzten sich aus folgenden Komponenten zusammen

(Volumenberechnung fiir zwei Gele):

Tab. 6 Zusammensetzung von je zwei Polyarcylamidgelen mit unterschiedlichem Acrylamidgehalt

Trenngel Sammelgel

Komponente 12 % Trenngel 15 % Trenngel | Komponente Sammelgel
destilliertes Wasser 8,3 ml 5,8 ml destilliertes Wasser 6,8 ml

1,5 M Tris HCl pH 8,8 6,3 ml 6,3 ml 1,0 M Tris HCl pH 6,8 1,25 ml
Acrylamid 30% 10 ml 12,5 ml Acrylamid 30% 1,7 ml

SDS 10% 0,25 ml 0,25 ml SDS 10% 0,1 ml
TEMED 0,01 ml 0,01 ml TEMED 0,01 ml
APS 10% 0,25 ml 0,25 ml APS 10% 0,1 ml

Nachdem die Gele komplett polymerisiert waren und 1xElektrodenpuffer in die
Elektrophoreseapparatur gefiillt wurde, erfolgte die Auftragung der Proteinproben in die
Vertiefungen des Sammelgels. Jede Probe beinhaltete 50 ug Gesamtprotein. Vor der
Beladung des Gels wurden die Proteinproben mit 1/5 Volumen 5xSDS-Ladepuffer vermischt,
fir 5min bei 95°C gekocht (Denaturierung der Proteine) und anschlieBend auf Eis
abgekiihlt. Der Lauf der Elektrophorese fand erst bei 70 V (etwa 30 min zum Sammeln der
Proteine an der Grenzflache zwischen Sammel-und Trenngel) und spater bei 100 V (etwa 3 h
zur Auftrennung der Proteine im Gel) statt. Bei jeder Elektrophorese wurde ein
Proteinmarker mit definiertem Molekulargewicht mit auf das Gel aufgetragen. Dies

ermoglichte die spatere GrofRenabschatzung der einzelnen getrennten Proteine.
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2.2.12.2 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran

Nach der Auftrennung im Polyacrylamidgel wurden die Proteine in einem senkrecht zum Gel
ausgerichtetem elektrischem Feld auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran lbertragen
(Elektrotransfer), wo sie durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Membran und
Proteinen haften. Erst durch diese Ubertragung in einer speziellen Transferkammer (Wet-
Blot, Peglab) war es moglich die Proteine mit spezifischen Antikopern auf der Membran zu
detektieren. Daflir wurden die einzelnen Schichten bestehend aus Proteingel, PVDF-
Membran und in kaltem Transferpuffer getrankte Schaumstoffschwamme und Filterpapiere
sandwichartig in einer Kassette Gbereinander gelegt. Es ist wichtig, dass sich keine Luftblasen
zwischen den einzelnen Schichten bilden, da diese den Transfer storen. Die so gepackte
Kassette wurde dann in den, mit kaltem Transferpuffer gefiillten, Tank der Elektrophorese

Apparatur gesetzt. Der Transfer lief (iber 2 Stunde bei 80 V.

2.2.12.3 Nachweis der Zielproteine mittels Chemilumineszenz

Nach dem Transfer wurden die Membranen fiir 5 min mit 1 x TBS gewaschen um die
Riickstande des Transferpuffers zu beseitigen. Die noch freien Bindungsstellen wurden fir
1 h blockiert (5% Magermilchpulver in TBS bei RT). AnschlieBend wurden die primaren
Antikorper zur spezifischen Bindung an die Zielproteine auf den Membranen inkubiert (bei
4 °C 0.N.). Hierfiir wurden die Antikorper nach Anleitung im Datenblatt (Tab. 2) in 5%
Magermilchpulver oder 5% BSA in TBS+0,05 % Tween verdinnt. Am darauffolgenden Tag
wurden die Membranen gewaschen (3 x mit TBS+0,05 % Tween) und danach fir 2 h mit den
sekundaren Antikérpern inkubiert (Verdinnung Tab. 2, RT). Der Sekundarantikorper ist
spezifisch gegen den Primarantikorper gerichtet und an das Enzym Meerrettichperoxidase
(HRP horseradish peroxidase) gekoppelt. Diese Peroxidase ist in der Lage Luminol zu
oxidieren und katalysiert damit eine chemilumineszente Reaktion. Bei dem Abfall von
oxidiertem Luminol in seinen Grundzustand wird sichtbares Licht freigesetzt, welches die
Detektion der Antikorper - und damit verbunden des Zielproteins - auf der Membran
ermoglicht. Vor der Detektion der Zielproteine wurden Uberschiissige Sekundarantikérper

von den Membranen gewaschen (3 x 5 min, TBT+5 % Tween), bevor im Anschluss jede
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Membran mit 2 ml Chemilumineszenzlésung, bestehend aus gleichen Teilen Luminolreagenz

und Peroxidlésung (Chemilumineszenz Kit Millipore), inkubiert (3 min, RT) wurde.

So erfolgte der Nachweis der Zielproteine im Western Blot mit zwei verschiedenen
Antikorpern in zwei Schritten. Der erste Antikdrper bindet spezifisch an das Zielprotein,
wobei der zweite Antikérper den gebundenen Erstantikérper erkennt und durch seine
Kopplung an ein Enzym den Nachweis des Zielproteins indirekt ermoglicht. Bei Verwendung
des biotinylierten Proteinmarkers zur GroRendefinition der Zielproteine wurde der
Sekundarantikorperlosung der ebenfalls HRP gekoppelte Anti-Biotin Antikérper 1:5000
zugesetzt. Die Aufnahme und Auswertung der Chemilumineszenz erfolgte mit Hilfe des
Chemilumineszenzgerdates GeneGenome und der Softwarewerkzeuge GeneSnap und
GeneTools der Firma Syngene. Zur Auswertung wurde die Chemilumineszenz der Zielbanden
als Kurve dargestellt. Das Volumen unter der Kurve wurde als Maf3 fiir die Chemilumineszenz

verwendet.

Fiir die Quantifizierung mehrerer Proteine auf einer Membran wurden zum einen zwei
Primarantikorper (z.B. Cyclin B1 und CDK1) des gleichen Wirts zusammen inkubiert und dann
gemeinsam mit einem Sekundarantikorper detektiert. Aufgrund unterschiedlicher GrolRe,
konnten beide Proteine gut voneinander unterschieden werden. Zum anderen wurden die
auf den Membranen gebundenen Antikérper nach der Detektion mit Hilfe von Stripping
Puffer entfernt. Hierfiir wurden die Membranen fir 7 min abgedunkelt mit je 5 ml Stripping
Puffer auf dem Kippschiittler inkubiert und danach zweimal mit TBS gewaschen. Im
Anschluss daran konnte die Membran erneut zur Detektion weiterer Proteine genutzt

werden.

2.2.13 Ausschalten der Protein Expression mit Hilfe der RNA Interferenz (siRNA)

Zum Ausschalten der Proteinexpression von GPER und p53 wurden kurze eingreifende RNA-
Molekiile (short interfering RNA, siRNA) von 19 - 25 Basenpaaren Lange verwendet. Ein Set
dieser siRNA bestand aus 3-5 sequenz-spezifischen doppelstrangigen
Ribonukleotidsequenzen. Prinzip der siRNA ist die komplementdre Bindung eines siRNA

Einzelstranges an die Ziel-mRNA, wodurch diese abgebaut wird.
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Die siRNA Versuche entstanden in Kooperation mit der Potsdamer Arbeitsgruppe Biochemie
von Prof. Zoya Ignatova. Die Transfektion der Zelllinien mit siRNA erfolgte dabei nach dem
Protokoll des Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000. Dafilir wurden die adharenten Zellen
in 6-Loch-Zellkulturplatten bis zu einer Konfluenz von 70-90% kultiviert. Fir jede
Transfektion wurden 2500 ng siRNA mit 5-12,5pul Lipofectamine 2000 in einem
Gesamtvolumen von 250 pl OptiMEM-Medium auf die zu transfizierenden Zellen gegeben.
Nach 48 h Inkubation der Zellen im Zellkulturinkubator konnten die Zellen fur die
weiterflihrenden Versuche genutzt werden. Zusatzlich erfolgte die Kontrolle der

Transfektion auf Proteinebene durch Western Blot Analyse der Zielproteine.

2.2.14 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Analyseverfahren, bei dem die einzelnen Zellen einer
Zellpopulation aufgrund ihrer GréRe, Granularitdit und Fluoreszenz vermessen werden
konnen. Die Zellen werden dabei in einem Messstrom durch eine Flusszelle geleitet. In dieser
Flusszelle werden sie mit einem Laser (Argon-lonen-Laser, 488 nm) angestrahlt. Das dabei
entstehende Streulicht jeder Zelle wird von Detektoren erfasst. Das Vorwartsstreulicht zeigt
die, durch die Zelle verursachte, Beugung des Lichtes im flachen Winkel und ist damit ein
MaR fir die GroRe bzw. das Volumen der Zelle. Das Seitwartsstreulicht hangt von der
Granularitat der Zelle ab und bestimmt sich aus der Brechung des Lichtes im rechten Winkel.
Neben dem Streulicht lassen sich mit Hilfe der Durchflusszytometrie auch Fluoreszenzen
messen. In dem fir die Versuche verwendeten Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD)
konnten die Zellen anhand von fluorochromgekoppelten Antikérpern mit bis zu vier
verschiedenen Fluoreszenzfarben markiert werden. Das Gerat besitzt neben dem Argon-
lonen Laser einen zweiten Dioden Laser mit einer Strahlungsintensitat von 635 nm. Dadurch
ist es moglich ein breiteres Lichtspektrum anzuregen. Neben fluorochromgekoppelten
Antikorpern konnen fir die Markierung der Zellen auch fluoreszierende Farbstoffe, wie

Propidiumiodid (Pl) verwendet werden.

2.2.14.1 Apoptosebestimmung am Durchflusszytometer

Fiir die Detektion und Quantifizierung von apoptotischen Zellen wurde eine Doppelfarbung

mit Annexin V und Pl im Durchflusszytometer durchgefiihrt (Apoptose Kit, BD). Das Ca*'-
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lonen abhdngige Protein AnnexinV bindet an die Phosphadidylserine in der dufleren
Zellmembran, die wahrend der Apoptose von der inneren Seite in die Aullenseite der
Membran umgebaut werden. Lebende Zellen lassen sich dadurch nicht mit Annexin V
einfarben. Durch die Kopplung von AnnexinV an das grine Fluorochrom
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) wird eine Fluoreszenzdetektion der Annexin V gebundenen
Zellen im Durchflusszytometer moglich. Da nicht nur friih-apoptotische Zellen, sondern auch
bereits tote und nekrotische Zellen die Integritdt ihrer Membranen verlieren, kann Annexin
V in diese Zellen eindringen und sich an die inneren PS anlagern. Aus diesem Grunde wird die
Annexin V Farbung zusammen mit einer Zellviabilitatsfarbung durchgefihrt. Hierflir wurde
der rot fluoreszierende Farbstoff Pl verwendet. Pl wird nur von bereits toten und
nekrotischen Zellen mit zerstorten Membranen aufgenommen und interkaliert mit der DNA
dieser Zellen. So lassen sich apoptotische Zellen (Annexin V positiv, Pl negativ) von bereits

toten Zellen mit straker Pl Farbung (Annexin V positiv, Pl positiv) unterscheiden.

Fur die Annexin V/PI Farbung wurden die Zellen aus den KulturgefdRen auf Eis geerntet (1x
waschen mit PBS; 3 min Trypsin/EDTA bei 37 °C; abstoppen mit Kulturmedium;
Zentrifugation 750 rpm, 15 min, 4 °C). Da adharente Zellen beim Sterben ihren Kontakt zum
KulturgefaB verlieren ist es wichtig, dass die Kultur-und Waschiiberstande zusammen mit
den trypsinierten Zellen geerntet wurden. Nach einem zusatzlichen Waschschritt mit 2 ml
PBS wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert, rund 0,5-1x10° Zellen in ein FACS-Réhrchen
Uberfiihrt und wiederum zentrifugiert (750 rpm, 15 min, 4 °C). Pro Probe werden zwei FACS-
Rohrchen benotigt (gefarbte Probe und ungefarbte Kontrolle bzw. Isotyp-Kontrolle). Danach
wurden die Zellpellets in 500 ul Bindepuffer resuspendiert, erneut zentrifugiert und
anschlielend gefarbt. Fiir die Farbung wurde ein Mastermix (pro Probe 5ul PI, 4yl
Annexin V, 91 pl Bindepuffer) angesetzt, der auf die Zellen gegeben wurde. Nach einer
Inkubation von 20 min bei RT im Dunkeln, wurden die Proben mit weiteren 300 pl
Bindepuffer verdiinnt und anschlieRend im Durchflusszytometer die Intensitat von

Annexin V und Pl gemessen.
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2.2.14.2 Zellzyklusbestimmung am Durchflusszytometer

Auch die Analyse der Verteilung der Zellen in den einzelnen Phasen des Zellzyklus ist mit
Hilfe des Durchflusszytometers moglich. Die Messung beruht auf dem unterschiedlichen
DNA-Gehalt der Zellen in den Zellzyklusphasen. Hierbei wird wie bei der Apoptosefarbung
der rot fluoreszierenden DNA-Interkalant Pl zur Farbung der Zellen verwendet. Mit Hilfe
dieser Methode konnen die Zellen den Zellzyklusphasen G-, S-, und G,/M-Phase zugeordnet
werden. In der Go/G;-Phase besitzt die Zelle einen einfachen diploiden Chromosomensatz.
Wahrend der DNA-Synthese-Phase (S-Phase) wird die DNA verdoppelt. Der DNA Gehalt der
Zelle steigt dabei stetig an. Mit Beginn der G,-Phase bis zur Teilung der Zelle in zwei
Tochterzellen besitzt die Zelle einen doppelten, tetraploiden Chromosomensatz. Da es
wahrend der Apoptose durch Caspase-3 zu einer Aktivierung des DNA-Fragmentierenden
Enzyms Poly(ADP-ribosyl)polymerase kommt, weisen apoptotische Zellen in mittleren bis
spaten apoptotischen Stadien einen geringeren DNA Gehalt auf als diploide Zellen in der

Go/G1-Phase. Diese Zellen stellen sich in der Zellzyklusanalyse mit Pl als Sub- Go/G;-Peak dar.

Ereignisse

0 200 400
FL2-Area

Abb. 4: Beispiel eines Histogramms der durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse. M2 = G,/G;-Phase;
M3 = S-Phase; M4 = G,/M-Phase; M1 = subG, (apoptotische Zellen). G,,G,=Gap-Phasen; S=DNA-Synthese-
Phase; M=Mitose.

Die Zellen wurden, wie bei der Apoptosebestimmung beschrieben, geerntet, und
anschliefend zwei Mal mit je 2 ml PBS gewaschen. Fir die Fixierung in 70 % Ethanol wurden
die Zellen in 420 pl PBS resuspendiert und unter ganz leichtem Vortexen langsam mit 1 ml
eiskaltem Ethanol (100 %) versetzt. Nach Inkubation G.N. bei 4 °C konnten die Zellen am

ndchsten Tag gefarbt oder bei -20 °C bis zur Weiterbearbeitung gelagert werden.
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Vor der Farbung wurden die fixierten Zellen mit PBS gewaschen um den Alkohol zu
entfernen. Da Pl neben DNA ebenfalls an RNA bindet, wurde die RNA im nachsten Schritt mit
Hilfe von RNase abgebaut (100 pg/ml RNase in 200 ul PBS, 37 °C, 10 min). Nachdem die
Reaktion durch Abkiihlen auf Eis abgestoppt wurde, erfolgte die Farbung der Zellen mit
100 pl PI (Stocklésung 50 pg/ml in PBS) fir 20 min bei RT im Dunkeln.

2.2.15 Behandlung von Zellen mit radioaktiven Strahlen

Zur Vorbereitung fir die Bestrahlung wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 70 - 90 %
in 6-cm Zellkulturschalen kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Bestrahlung von 1, 5 und 10 Gy
bei RT unter dem Réntgentherapiegerat in der Klinik fiir Strahlentherapie der OvGU. Nach
weiterer Kultur im Zellkulturinkubator wurden die Zellen nach 48 h trypsiniert. Aus dem

Zellpellet wurden sowohl RNA als auch Proteine isoliert.

2.2.16 Immunhistochemische GPER Féirbung von Tumorschnitten

Die Anfertigung von Tumorschnitten aus Paraffinblécken von Formalin-fixierten
Tumorproben sowie die immunhistochemische Farbung der Schnitte wurde in
Zusammenarbeit mit Prof. Thomas Kalinski im Institut fir Pathologie der OvGU Magdeburg
mit Hilfe eines Farbemoduls der Firma Ventana durchgefiihrt. Es wurden 3 um dicke Schnitte
angefertigt, auf Objekttrager Ubertragen und anschlieBend mittels absteigender
Alkoholreihe (100%, 100%, 96% ,75%) in destilliertes Wasser tberfiihrt. Die Schnitte wurden
mit dem anti-GPER Antikorper (SP4677P Acris, 1:500 flir 32 min bei 37 °C) inkubiert und mit
einem Biotin-gekoppelten Anti-Maus Sekundarantikdrper (8 min, 37 °C) anhand der ABC-
Methode (Avidin-Biotin-Complex) detektiert (DAB Detection Kit, Ventana). Bei dieser
Methode wird zur Detektion der gebundenen Antikorper ein Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Komplex verwendet. Streptavidin bindet fest an das an den
Sekundarantikorper gekoppelte Biotin. Durch die anschlieRende Zugabe des
Peroxidasesubstrats Diaminobezidin (DAB) und Wasserstoffperoxid fallt ein unl6sliches
braunes Prazipitat aus, welches unter dem Lichtmikroskop detektiert werden kann. Fir eine
bessere Ubersicht wurden die Schnitte zusétzlich mit Himatoxylin gegengefarbt. Nach der
Farbung wurden die Schnitte mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe entwdssert, im

letzten Schritt in Xylol Gberfihrt und anschlieBend eingedeckelt.
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Zur Charakterisierung der GPER Proteinexpression wurde ein GPER Score ermittelt. Die
Ermittlung des GPER Scores orientierte sich am immunreaktiven Score fir

179 Er setzt sich zum einen aus der GPER

Hormonrezeptoren nach Remmele und Stenger
Expressionsintensitat und zum anderen aus der GPER Ausbreitung zusammen. Folgende
Malistabe wurden fir die Bewertung der Expression herangezogen. Bei einem Score von

mehr als zwei wurde der Tumor als GPER positiv eingestuft.

Tab. 7 Immunhistochemische Charakterisierung der GPER Expression

GPER Intensitat GPER Ausbreitung GPER Score

0 keine Expression 0 keine positiven Zellen Score =

1 schwache Expression 1 <10 % positive Zellen Intensitdt x Ausbreitung

2 malig starke

. 2 10-50 % positive Zellen GPER negativ=0-2
Expression

3 starke Expression 3  >50 % positive Zellen GPER positiv=3-9

2.2.17 DNA Isolierung aus humanen Zelllinien

Die DNA Isolierung aus menschlichen Tumorzellen (Zelllinien) erfolgte mit einem DNA
Isolationskit der Firma Macherey-Nagel (NucleoSpin®Tissue). Das Protokoll folgte dabei der
Anleitung des Herstellers. Als Ausgangsmaterial wurden Zellpellets von rund 1x10° Zellen
genutzt und in 200 pl T1 Resuspensionspuffer aufgenommen. AnschlieRend wurden 25 ul
Proteinase K und 200 pul Lysispuffer B3 zu der Zellsuspension gegeben. Die Lyse der humanen
Zellen erfolgt flir 10 min bei 70 °C unter leichtem Schiitteln. Nach Zugabe von 210 ul Ethanol
(100 %) und Vermischen des Reaktionsansatzes flockte die DNA im ReaktionsgefalR aus und
war als weiBer Niederschlag mit bloBem Auge sichtbar. Der Ansatz wurde auf die
Reinigungssaule gegeben. Um den Durchfluss der Saule aufzufangen, wurde die
Reinigungssaule in ein daflir vorgesehenes Auffanggefall gesetzt. AnschlieRend erfolgte die
erste Zentrifugation (11000 x g, 1 min, RT). Dabei wurde die DNA in der Sdule gebunden. Fir
eine weitere Reinigung der DNA wurden zwei weitere Waschschritte, einmal mit 500 pl BW-
Waschpuffer und einmal mit 600 pl B5-Waschpuffer, durchgefiihrt. Nach jedem
Waschschritt wurden die Saulen zentrifugiert (11000 x g, 1 min, RT) und der Durchfluss
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anschlieBend verworfen. Nach dem Waschen wurde die Sdule noch ein weiteres Mal
zentrifugiert, um die Membran von Uberresten des Waschpuffers zu befreien und zu
trocknen. Im letzten Schritt wurde die DNA mit 60 pl angewarmten BE-Puffer (70 °C) aus der
Membran eluiert (11000 x g, 1 min, RT). Die DNA wurde nach der Isolation bei -20 °C

gelagert.

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgt analog zum Protokoll der RNA

Konzentrationsbestimmung (Punkt 2.2.7).

2.2.18 DNA Isolierung aus Gewebeschnitten

Fir die Isolierung von DNA aus in Paraffin eingebetteten Tumorgewebeproben wurden
Gewebeschnitte von 10 um Dicke angefertigt. Der Bereich des Tumors wurde von
Pathologen markiert. Es wurden nur Gewebe mit mindestens 70 % Tumoranteil fiir die DNA
Isolation verwendet. Nekrotisches Gewebe wurde von der Isolierung ausgeschlossen. Um
genigend Ausgangsmaterial fir die DNA Isolierung zu erhalten, wurden, je nach GroRRe des
Tumorbereichs, vier — zehn Schnitte fiir die Isolierung herangezogen. Die DNA Isolierung
erfolgte, wie bereits bei der Isolierung der DNA aus humanen Zelllinien beschrieben, mit

Hilfe des DNA Isolationskits Nucleo-Spin® von Macherey-Nagel (Protokoll Punkt 2.2.17)

2.2.19 Detektion von Methylierungen in genomischer DNA

Eine qualitative Methode zur Untersuchung des Methylierungsstatus genomischer DNA-
Sequenzen ist die Bisultitkonvertierung der DNA mit anschliellender
methylierungsspezifischer PCR (MSP). Bei der Bisulfitkonvertierung werden alle nicht-
methylierten Cytosine einer einzelstrangigen DNA Sequenz durch Konvertierungsreaktionen

mit Natriumbisulfit in Uracil umgewandelt 180

. In der darauffolgenden PCR wird das
umgewandelte Uracil als Thymidin erkannt. Methylierte Cytosine werden bei dieser Reaktion
nicht verandert. Sie sind durch ihre Methylierung vor dem Umbau geschiitzt. So entsteht
nach der Bisulfitreaktion, in Abhangigkeit des DNA Methylierungsgehaltes, eine verdanderte
Nukleotidsequenz, die nicht mehr komplementar zu dem urspriinglich komplementaren DNA
Strang ist. Mit spezifischen Primern, die entweder den bisulfitsensitiven, unmethylierten

Strang, oder den bisulfitresistenten, methylierten Strang binden, kann in der anschlieBenden

methylierungsspezifischen PCR der Methylierungstatus der Sequenz ermittelt werden. Die
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schematische Darstellung der Bisulfitkonvertierung mit anschlieRender MSP ist in Abb. 5

dargestellt.
methylierte DNA unmethylierte DNA
5-T A G| T C A|™C G|A C -3 5-T A/C G/T C A|C G A C -3
l Bisulfitumwandlung
5-TACGTUACGAU-3 5-T AJlUGTUA UG A U-3
l methylierungsspezifische PCR
5T ACGTUAICGAU -3 5T AlUG T UA|UG A U-3
€< G CTG=— < ACTG-=—
< ACTG-=— <«<GCTG-=—
l Gelelektrophorese
nicht- nicht-
meth. meth. meth. meth.
Primer  Primer Primer  Primer

Abb. 5 Schematische Darstellung der Bisulfitkonvertierung in Abhdngigkeit des Methylierungsstatus der
DNA. Methylierte Cytosine werden bei der Bisulfitumwandlung aufgrund ihrer Methylierung nicht in Urazil
konvertiert. Im Gegensatz dazu werden unmethylierte Cytosine in Urazil umgewandelt. Anhand der im
Agarosegel detektierten PCR Produkte kann eine Aussage Uber die Methylierung der DNA-Sequenz getroffen

werden.

2.2.19.1 Bisulfitkonvertierung der DNA

Fiir die Bisulfit-Umwandlung wurde das CpG Genome DNA Modifikationskit von Chemicon
verwendet und das Protokoll nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Spezielle
Kontrollen in Form von DNA Standards fiir 50 % methylierte und 50 % nicht-methylierte DNA
wurden bei jeder Bisulfitreaktion mitgefiihrt. Als Ausgangsmaterial wurden 1 pug DNA aus
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Tumorgewebe bzw. aus Tumorzellen verwendet. Im ersten Schritt der Bisulfitkonvertierung
wurde die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf 50 °C (10 min) und ein alkalisches Milieu
(durch Zugabe von Natriumhydroxid) in Einzelstrange denaturiert. AnschlieBend erfolgte
durch Zugabe von Reagenz 1 (enthdlt Natriumbisulfit) die Umwandlung der nicht
methylierten  Cytosinbasen  (iber zwei Reaktionsschritte in eine sulfonierte
Uracilzwischenstufe (Uracilsulfonat). Diese Reaktion lief G.N. bei 50 °C ab. Am nachsten Tag
erfolgte durch Erhohung der Salzkonzentration (Reagenz 2) die Bindung an einen
Mikropartikel DNA Trager (Reagenz 3). AnschlieBend wurden die Proben durch dreimaliges
Waschen mit 70 % Ethanol entsalzt (1 min, 14000 rpm). Durch Resuspension der Pellets in
alkalischer Losung (20 nM NaOH in 90 % Ethanol) und anschlieBender Entsalzung mit 90 %
Ethanol erfolgte dann durch alkalische Desulfonierung die Umwandlung von Uracilsulfonat
zu Uracil. Im letzten Schritt wurde die umgewandelte DNA in angewdarmten TE Puffer
aufgenommen und fiir 10 min bei 55 °C inkubiert. Dieser Schritt diente dem Ldsen des DNA
Tragers von der umgewandelten DNA. Nach anschlieBender Zentrifugation (3 min,
14000 rpm) konnte der, die DNA enthaltene Uberstand, in ein neues ReaktionsgefiR
Uberfihrt werden. Bis zur Durchfiihrung der MSP wurden die DNA Proben bei -20 °C

gelagert.
Sulfonierung Desaminierung Desulfonierung
MH2
NE HSDS NE
O M
H
NH4
Cytosin Cytosinsulfonat Uracilsulfonat Uracil

Abb. 6 Chemische Umwandlung von Cytosin in Uracil durch die Bisulfitkonvertierung. Nicht-methylierte
Cytosine werden mit Natriumbisulfit durch Sulfonierung und Desaminierung in Uracilsulfonat umgewandelt.

AnschlieRend erfolgt durch Desulfonierung die Konversion von Uracilsulfonat in Uracil.
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2.2.19.2 Methylierungsspezifische PCR fiir die GPER Promotorregion

Fir die spezifische Analyse der Methylierung des GPER Promotors wurde zunadchst die GPER
DNA Sequenz (NCBI Referenznummer NC_00007.13) auf CpG-Inseln in der 5
Promotorregion untersucht. Mit Hilfe der Software MethPrimer 181 Konnte stromabwirts des
GPER Translationsstarts, zwischen der Basenposition -4365 und -4797, eine CpG-reiche,
potentiell methylierbare Promotorregion identifiziert werden (Abb. 7). Auf Grundlage dieser
Sequenz wurden spezifische Primerpaare, die nur die methylierte bzw. die unmethylierte

DNA Sequenz amplifizieren, synthetisiert.

ATG
—
5'—| 1 '— 2 3 -3
[T TT VI TR TN AR
T T T LINLLLLLI LU
-4797 -4365
| CpG Insel (433bp)
M (for) -4659 —> <+— M (rev)-4543
UM (for) -4664 —> <+— UM (rev) -4541

Abb. 7 Schematische Darstellung des GPER Gens mit proximaler Promotorregion und GPER
Methylierungsanalyse mittels methylierungsspezifischer PCR. Dargestellt ist die potentielle 433 Basenpaar
lange CpG-reiche Region (CpG Insel) des GPER Promotors zwischen Position -4365 und -4797 stromabwarts des
Startcodons ATG. Einzelne CpGs sind durch vertikale Striche markiert. Die grauen Boxen zeigen die drei GPER
Exons. Die Pfeile verdeutlichen die Position der MSP Primer (M, UM, Primer spezifisch flir methylierte bzw.
unmethylierte DNA Sequenz). Fiir die Analyse wurde die GPER DNA Sequenz zwischen Basenpaar 1126443-
1133451 des 7. Chromosoms (NCBI Referenznummer NC_00007.13) herangezogen.

Die MSP besteht daher aus zwei individuellen PCR Reaktionen. Eine spezifisch fir die
methylierte DNA Sequenz und eine fiir die unmethylierte DNA Sequenz. Folgende
Zusammensetzung wurde fiir beide PCR Reaktionen identisch angesetzt: 100 nmol/I
spezifische vorwarts-und rickwarts Primer, 0,2 mmol/l dNTPs, 5 ul 5xPCR Puffer, 0,75 U

GoTaq Polymerase und 100 ng Bisulfit-behandelte DNA in einem Endvolumen von 25 pl.
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PCR Programm: 95 °C, 10 min
94 °C, 1 min
55 °C, 1 min 40 Zyklen
72 °C, 1 min
72 °C, 10 min

Fir die Auswertung der PCR wurden 15 ul jedes PCR Ansatzes auf ein 3 %iges Agarosegel
aufgetragen. Die im elektrischen Feld fiir 5 h bei 30 V aufgetrennten PCR Proben wurden mit
Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Auswertung der MSP
erfolgte als einfache positiv/negativ Entscheidung ohne quantitative Bestimmung der PCR

Banden.

2.2.20 Statistik

Fiir die Ermittlung der Signifikanzen und graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde das
Programm GraphPad Prism5 verwendet. Die statistische Auswertung der Patientendaten
und die Erstellung der Kaplan-Meyer Uberlebenskurven erfolgte mit dem Programm SPSS
22.0. Alle in vitro Versuche wurden in mindestens drei unabhangigen Einzelversuchen in
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Zur Auswertung der verbundenen, voneinander
abhangigen Stichproben wurden zum Vergleich zweier Gruppen der gepaarte zweiseitige t-
Test und zum Vergleich mehrerer Gruppen eine Varianzanalyse (ANOVA) genutzt. Die
Durchfiihrung der MTT-Tests erfolgte in Vierfachbestimmung. Graphisch wurde der
Mittelwert der Mittelwerte mit Standardabweichung (SEM) der Doppel- und
Vierfachbestimmungen der Einzelversuche dargestellt. Die quantitative Auswertung der
Proteinexpression bzw. PCR Produkte fiir GPER, Cyclin B1, CDK1, p53, Caspase-3 und AlF
erfolgte nach Ermittlung der Flache unter Kurve nach graphischer Verarbeitung der
Bandenbilder der Blots und Agarosegele. Es wurden Mittelwerte aus drei unabhédngigen

Versuchen gebildet und tGiber den exemplarischen Protein- und DNA -banden gezeigt.

Die Bestimmung der effektiven Konzentration (ECso) von G-1 erfolgte anhand einer
logarithmischen Dosis-Antwort-Sigmoidfunktion. Als Kurvenanpassung wurde dabei die

Methode der kleinsten Quadrate (least squares) angewendet.
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Zur Prifung der Korrelation wurde aufgrund der nicht vorhandenen Normalverteilung der
Werte der Spearman-Korrelationstest angewandt und damit der Rangkorrelationskoeffizient
rs ermittelt. Im Anschluss wurde zur Ermittlung einer Regressionsgeraden eine lineare
Regression der Werte durchgefiihrt und als Glitemal® der Regression das Bestimmtheitsmal

R? ermittelt.

Die Verknipfung zwischen dem GPER Methylierungsstatus und den verschiedenen
Tumorcharakteristiken ~wurde mit Hilfe des xz—Test (Pearson  Chi-Quadrat-
Unabhingigkeitstest) oder des exakten Fisher-Tests bestimmt. Die Uberlebensraten wurden
mit Hilfe der Kaplan-Meyer Kurven ermittelt. Die Gleichheit der Kurven wurde Anhand des
Log rank Tests analysiert. Das primdre Outcome war das Gesamtlberleben. Das
krankheitsfreie Uberleben der Patienten wurde als sekundires Outcome untersucht. Das
Gesamtiliberleben beinhaltete die Zeit zwischen der Erstdiagnose und dem Tod der Patientin.
Das krankheitsfreie Uberleben wurde als die Zeit zwischen der Erstdiagnose und dem
Rezidiv/Metastase der Erkrankung, dem Progress der Erkrankung oder dem Patiententod
definiert. Die statistischen Analysen wurden zweiseitig und P-Werte von <0.05 wurden als

signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der GPER Expression in vier verschiedenen Mammakarzinomzelllinien

3.1.1 Die vier verwendeten Mammakarzinomzelllinien exprimierten unterschiedliche

Mengen GPER

Fir die, in dieser Arbeit dargelegten, in vitro Versuche wurden vier verschiedenen
Brustkrebszelllinien, namlich MCF-7, SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-MB-468 verwendet. Als
in vitro Modell fir verschiedene molekulare Mammakarzinomtypen, wiesen die einzelnen
Zelllinien unterschiedliche Hormon - und Wachstumsfaktorrezeptorexpressionen auf. Eine
Zusammenfassung des Hormonrezeptorstatus der Zellen ist in Tab. 1 in Abschnitt 2.1.9
gezeigt. In Abb. 8 sind lichtmikroskopische Aufnahmen der adharent wachsenden Zelllinien

dargestellt.

Abb. 8: Lichtmikroskopische Aufnahmen der vier Brustkrebszelllinien MCF-7, SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-
MB-468. (Malstabsbalken =100 uM)

Zur genaueren Charakterisierung der Zelllinien wurden die relativen Expressionslevel von
GPER in den vier verwendeten Brustkrebszelllinien sowohl auf Transkriptionsebene (mMRNA)
als auch auf Proteinebene bestimmt (Abb. 9). In allen vier Zelllinien konnte GPER
nachgewiesen werden, wobei MCF-7 Zellen sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf
Proteinebene die groRte Menge an GPER exprimierten. Die triple-negative Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 wies anhand der detektierten GPER Proteinmenge im Western Blot im
Vergleich zu den anderen Zelllinien einen sehr geringen GPER Proteingehalt auf. Auf der

Transkriptionsebene zeigten MDA-MB-231 hingegen eine annahernd so hohe GPER mRNA
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Expression wie SKBr-3 (Abb. 9 C) und sogar eine hohere GPER Expression als in der anderen

triple-negative Brustkrebszelllinie MDA-MB-468.

A —— w* | GPER (37 kDa)

M S —— | 3_Aktin (42 kDa)
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Abb. 9 Unterschiedliche Expression von GPER in den vier analysierten Mammakarzinomzelllinien MCF-7,
SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-MB-468. (A) exemplarische Proteinexpression von GPER und Referenzprotein
B-Aktin im Western Blot. (B) Statistische Auswertung der relativen GPER Proteinexpression bezogen auf die
Expression von B-Aktin (jeweils n = 3, Mittelwert mit SD). (C) mRNA Expression von GPER relativ zur mRNA

Expression von B-Aktin (jeweils n = 4, Mittelwert mit SD).

3.1.2 GPER war in den Zelllinien vorranging in kernnahen Bereichen und in der

Zellmembran lokalisiert

Mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung konnte neben dem reinen Expressionsnachweis
auch die Lokalisierung von GPER in den Zelllinien gezeigt werden. Wie fir
membrangebundene G-Protein gekoppelte 7-Transmembranrezeptoren charakteristisch,
war in der Zelllinie MCF-7 die Verankerung von GPER in der Zellmembran deutlich zu sehen.
Bei den Zelllinien SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-MB-468 konnte die GPER
Membranexpression mit der einfachen Fluoreszenzmikroskopie nicht gezeigt werden. In
allen untersuchten Mammakarzinomzelllinien wurde GPER auch in der Nahe des Zellkerns
nachgewiesen. Die unter dem Fluoreszenzmikroskop detektierte Menge an GPER zeigte, bis

auf die sehr starke GPER Expression in MCF-7, keine groRen Unterschiede zwischen den
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Brustkrebszelllinien. Als Kontrollzelllinie mit einer negativen GPER Expression wurde die
humane Nierenzelllinie HEK293 verwendet. Diese Zelllinie zeigte wie zu erwarten eine kaum
detektierbare GPER Expression. Exemplarische Aufnahmen der

Immunfluoreszenzmikroskopie sind in Abb. 10 dargestellt.

MCF-7 SKBr-3 MDA-MB-231 MDA-MB-468 HEK293
: ----

Abb. 10 Lokalisierung von GPER in Mammakarzinomzelllinien. Immunfluoreszenzfarbung von GPER (griin) in

den vier verwendeten Mammakarzinomzelllinien MCF-7, SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-MB-468, sowie der
humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293. In der unteren Reihe ist die GPER Farbung zusammen mit der
DAPI Farbung der Zellkerne (blau) dargestellt. MCF-7 Zellen zeigten neben der zytoplasmatischen und
kernnahen GPER Expression auch deutlich die Expression des Rezeptors in der Zellmembran. SKBr-3, MDA-MB-
231 und MDA-MB-468 exprimierten GPER in vergleichbaren Mengen im Zytoplasma und in unmittelbarer Nahe
zum Zellkern. (MafRstabsbalken = 20 uM)
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3.2 Einfluss der spezifischen GPER Aktivierung auf Viabilitdt und Proliferation von

Mammakarzinomzelllinien

3.2.1 Der spezifische GPER Agonist G-1 hemmte die Zellviabilitit von Mammakarzinom-

zellen in vitro

Die bereits beschriebenen vier Mammakarzinomzelllinien wurden {iber einen Zeitraum von
drei Tagen mit unterschiedlichen Dosen des spezifischen GPER Ligandes G-1 behandelt.
Anschliefend wurde die Viabilitat der Zellen mit Hilfe eines MTT-Tests bestimmt. Um
zusatzliche Effekte des im Kulturmedium enthaltenen Ostrogens auszuschlieRen, wurden
diese Experimente zum einen im normalen Kulturmedium und zum anderen in
hormonfreiem Kulturmedium (phenolrotfreies DMEM/F12, Aktivkohle-behandeltes FBS)
durchgefiihrt. Alle Zelllinien reagierten mit steigender G-1 Konzentrationen mit einer
verminderten Zellviabilitat (Abb. 11). Die mittlere effektive Konzentration (ECso) flir jede
Zelllinie, in Abhingigkeit von Ostrogen (E,) im Medium, ist in Tab. 8 dargestellt. Die einzige
Zelllinie, bei der es kaum Unterschiede zwischen den ECsq Konzentrationen von G-1 gab, war
die ER-negative Zelllinie SKBr-3 (Abb. 11 B). Hier lagen die ECsq Konzentrationen von G-1 mit
und ohne E; im Medium bei 2,8 uM bzw. 2,0 uM. Die Ostrogenabhangige Zelllinie MCF-7
zeigte sich unter normalen Kulturbedingungen (mit E,) gegeniliber G-1 wesentlich sensitiver
(ECs0 = 1,3 uM) als unter E,-freien Bedingungen (ECso = 6,7 uM) (Abb. 11 A). Jedoch war die
Gesamtproliferation der MCF-7 Zellen in hormonfreiem Medium aufgrund der
Ostrogenabhingigkeit der Zellen deutlich herabgesetzt. Die beiden triple-negativen Zelllinien
MDA-MB-231 und MDA-MB-468 zeigten in Abhdngigkeit vom Kulturmedium
unterschiedliche Reaktionen auf G-1. Wahrend MDA-MB-231 Zellen unter hormonfreien
Bedingungen sensitiver auf G-1 reagierten (ECso = 3,2 uM bzw. 0,053 uM (E,-frei)) (Abb. 11
C), waren MDA-MB-468 Zellen unter normalen Kulturbedingungen sensitiver (ECso = 0,4 uM
bzw. 1,2 uM (E,-frei)) (Abb. 11 D).
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Abb. 11 GPER Aktivierung mit Hilfe des spezifischen GPER Agonisten G-1 resultierte in einer Dosis-
abhangigen Verringerung der Zellviabilitat. Dargestellt sind logarithmische Dosis-Wirkungskurven der
Zellviabilitat der vier Mammakarzinomzelllinien (A) MCF-7; (B) SKBr-3; (C) MDA-MB-231; (D) MDA-MB-468
nach 72 h Stimulation mit unterschiedlichen G-1 Konzentrationen. Die Zellviabilitdt wurde anhand eines MTT-
Tests bestimmt. Die Versuche wurden zum einen unter normalen Zellkulturbedingungen und zum anderen in
hormonfreiem Kulturmedium durchgefiihrt. Zur Kurvenanpassung wurde die Methode der kleinesten Quadrate

angewendet. Abgebildet sind Mittelwerte £ SEM (n = 3-5).

Tab. 8 Ermittelte effektive Konzentrationen (ECs;;) von G-1 auf Mammakarzinomzelllinien in Abhingigkeit
von Ostrogen im Zellkulturmedium. ECs, Werte wurden anhand der Dosis-Wirkungs-Sigmoidfunktion mit

Kurvenanpassung der kleinsten Quadrate ermittelt (Abb. 11)

Zelllinie ECs + E, ECso - E,

MCF-7 1,3 uM 6,7 uM

SKBr-3 2,8 uM 2,0 uM
MDA-MB-231 3,2uM 0,053 uM
MDA-MB-468 0,4 uM 1,2 uM
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Der negative Einfluss von G-1 zeigte sich auch durch ,Todesanzeichen” in der Morphologie
der Tumorzellen. Lichtmikroskopisch konnte bereits nach 24 h G-1 Behandlung ein
vermehrtes Abrunden, sowie ein Ablésen der Zellen vom ZellkulturgefaB beobachtet
werden. In Abb. 12 sind lichtmikroskopische Aufnahmen der Zellen nach 48 h Kultur mit

1 pM G-1 gezeigt.

MCF-7 SKBr-3 MDA-MB-231 MDA-MB-468

DMSO 5 ) .

°

o

1uM G-1

Abb. 12 Die Behandlung der Tumorzellen wirkte sich negativ auf die Morphologie der Tumorzellen aus.
Dargestellt sind charakteristische lichtmikroskopische Aufnahmen nach 48 h Stimulation der Tumorzellen mit
1 uM G-1. Kontrollzellen wurden mit DMSO behandelt. Die Pfeile deuten auf abgerundete und tote Zellen.
(MaRstabsbalken = 200 puM)
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3.2.2 Die Sensitivitdit der Zelllinien beziiglich G-1 schien abhéingig von der GPER

Proteinexpression zu sein

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Proteinexpression von GPER und der Sensitivitat
der Zelllinien gegen G-1 wurde anhand einer Korrelationsanalyse untersucht. Aufgrund der
niedrigen Anzahl von vier Zelllinien lieR sich kein signifikanter Rangkorrelationskoeffizent
ermitteln. Jedoch deuteten die Werte auf eine mogliche Verbindung beider Parameter in
Abhingigkeit von Ostrogen im Kulturmedium. Unter normalen Zellkulturbedingungen schien
eine hohere GPER Proteinexpression mit geringeren ECso G-1 Konzentrationen assoziiert zu
sein (Abb. 13 A). Im Gegensatz dazu konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der GPER
Expression und den ECsp Werten unter hormon- bzw. 6strogenfreien Kulturbedingungen

(Abb. 13 B) beobachtet werden.
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Abb. 13 Lineare Regressionsanlyse der Korrelation zwischen GPER Proteinexpression und G-1 Konzentration

in Normalmedium (A) sowie in hormonfreiem Zellkulturmedium (B). R? Spearman’s rank

Korrelationskoeffizient.
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3.2.3 Der GPER Antagonist G-15 hemmte den Effekt des GPER Agonist G-1

Um eine Aussage Uber die Proliferation der Zellen nach G-1 Stimulation treffen zu kdénnen,
wurde die Zellzahl der Zelllinie MCF-7 nach drei Tagen G-1 Stimulation durch Auszahlen der
Zellen in der Neubauer Zdhlkammer bestimmt. G-1 verringerte die Zellzahl und damit die
Proliferation der Zellen signifikant um rund 70 %. Fir den Nachweis, dass der GPER Agonist
G-1 spezifisch an GPER bindet, wurden die Ligandenbindungsstellen des Rezeptors vor der G-
1 Stimulation fiir 4 h mit dem GPER Antagonist G-15 blockiert. Erst im Anschluss daran
erfolgte die Ko-stimulierung von G-1 und G-15. Nach 72 h Inkubation mit Agonist und
Antagonist wurde die Zellzahl in jedem Ansatz durch Zahlen in der Neubauer Zahlkammer
bestimmt. Durch die kompetitive Rezeptorhemmung wurde der Effekt von G-1 um rund 16 %
vermindert (Abb. 14). Der Antagonist alleine wirkte sich nur leicht negativ auf die Zellzahl

nach 72 h Inkubation aus.
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Abb. 14 Der GPER Antagonist G-15 verminderte die G-1 Hemmung der Zellproliferation der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7. MCF-7 Zellen wurden fiir 4 h mit 4 uM G-15 pra-inkubiert bevor sie danach
mit einem Gemisch aus 1 UM G-1 und 4 uM G-15 fir drei Tage inkubiert wurden. Die Daten sind als Mittelwerte
+ SEM aus flinf unabhéngigen Versuchen dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Friedmann

Test gefolgt von Dunn’s Multiple Comparison Test; ** = p < 0,01
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3.2.4 G-1 konnte die Proliferation und die Migration von Mammakarzinomzellen

hemmen

Als erganzenden Nachweis des Effektes von G-1 und G-15 auf die Proliferation und Migration
von Brustkrebszellen wurde ein Wundheilungstest durchgefiihrt. Bei diesem Experiment
wurde die von Zellen wieder bewachsene Flache eines Zellkulturgefalles nach Zufiihren einer
Wunde in den Zellrasen gemessen. Somit war eine zusatzliche Aussage Uber die Proliferation
der Zellen moglich. Auch in diesem Test verminderte G-1 die Proliferation der Tumorzellen
und damit die ,Wundheilung” signifikant. Wahrend die mit DMSO behandelten
Kontrollzellen innerhalb von 48 h eine Flache von rund 59000 um? bewuchsen, schlossen die
mit G-1 behandelten Zellen eine Flache von nur rund 29000 um?. Mit Hilfe des GPER
Antagonisten G-15 liel8 sich der negative Effekt von G-1 nahezu aufheben (zugewachsene
Flache 52000 pm?) (Abb. 15). Im Gegensatz zu den in 3.2.3 gezeigten Versuchen, wurde in
dem Wundheilungstest auf eine Vorinkubation von G-15 verzichtet. Um dennoch eine
ausreichende kompetitive Hemmung von G-1 zu erreichen, wurde die G-15 Konzentration
(10 uM) auf das 10-fache der G-1 Konzentration (1 uM) erh6ht. Eine Behandlung mit 10 uM
G-15 zeigt keinen Einfluss auf die Morphologie und Proliferation der MCF-7 Zellen.
Charakteristische lichtmikroskopische Aufnahmen des Wundheilungstests sind in Abb. 16

dargestellt.
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Abb. 15 Der GPER Agonist verminderte die Proliferation und Migration der MCF-7 Zellen signifikant. Der
GPER Antagonist G-15 hob den Effekt von G-1 durch Blockierung der Ligandenbindungsstelle anndahernd auf.
Dargestellt ist die nach 48 h Stimulation mit 1 uM G-1 und 10 uM G-15 von MCF-7 Zellen zugewachsene Flache
des KulturgefaRes. Statistische Auswertung von drei unabhangigen Versuchen. Die Daten sind als Mittelwerte +
SEM dargestellt. Der Vergleich der Gruppen erfolgte mittels Friedmann Test gefolgt von Dunn’s Multiple

Comparison Test; * = p < 0,05

10 uM G-15

Abb. 16 G-1 Stimulation von MCF-7 Zellen resultierte in einer verringerten Wundheilung, welche durch
zusatzliche Behandlung mit dem GPER Antagonisten G-15 verbessert wurde. Dargestellt sind charakteristische
lichtmikroskopische Aufnahmen des Kratzers in der Zellschicht zum Zeitpunkt der Wundinduktion (0h) und
nach 48 h Stimulation mit 1 uM G-1 und 10 uM G-15. Die zur statistischen Auswertung herangezogenen
Flachen der Wunde sind mit einer blauen Linie umrandet und ihre GréBe mit Hilfe der AxioVision Software

(Zeiss) ermittelt. MaRstabsbalken = 200 um.
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3.2.5 Die Verringerung der GPER Expression in triple-negativen

Mammakarzinomzelllinien verminderte den negativen Effekt des GPER Agonisten

Fir den Nachweis, dass der negative Effekt von G-1 spezifisch durch Bindung an GPER
ausgeldst wird, wurde neben der Verwendung des GPER Antagonisten G-15 auch die GPER
Expression in den Zelllinien gehemmt. Die Herunterregulation der GPER Proteinexpression
durch siRNA konnte die Wirkung von G-1 in den beiden triple-negativen
Mammakarzinomzelllinien (MDA-MB-231 und MDA-MB-468) nahezu aufheben (Abb. 17). Als
Kontrolle wurden GPER negative HEK293 Zellen ebenfalls mit GPER siRNA behandelt. Diese
Zellen zeigten weder auf G-1 noch auf die GPER siRNA eine Reaktion (Abb. 17). Um
unspezifische Effekte der GPER siRNA auszuschlieBen, wurde jede Zelllinie auch mit einer
unspezifischen Kontroll-siRNA behandelt. Zellen, die mit dieser Kontroll-siRNA behandelt
wurden, reagierten ahnlich auf G-1 wie Zellen ohne siRNA Behandlung. Als Nachweis flr die
Funktionsfahigkeit der GPER-siRNA wurde die GPER Proteinmenge 48 h nach Behandlung mit
SiRNA bestimmt (Abb. 17 B). Die siRNA Experimente erfolgten in Zusammenarbeit mit Prof.

Zoya Ignatova in der Abteilung Biochemie in Potsdam.
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Abb. 17 Herunterregulation von GPER mit GPER siRNA minimierte den anti-proliferativen Effekt des GPER
Agonisten G-1. (A) HEK293, MDA-MB-231 und MDA-MB-468 wurden transient mit GPER siRNA transfektiert
und 48 h nach siRNA Behandlung fir weitere 72 h mit 1 uM G-1 stimuliert. Dargestellt sind, zu unbehandelten
Kontrollzellen relativierte, Zellzahlen von HEK293, MDA-MB-231 und MDA-MB-468 nach drei unabhdngigen
siRNA Versuchen (Mittelwert + SD). Der paarweise Vergleich zweier Gruppen erfolgte mit gepaartem t-Test, **

=p < 0,01 (B) Charakteristische Western Blots der GPER Proteinmenge 48 h nach Behandlung mit GPER siRNA.
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3.2.6 G-1induzierte einen Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase

Nachdem gezeigt werden konnte, dass G-1 die Proliferation der Mammakarzinomzellen
hemmt, wurde der Effekt von G-1 auf den Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Beispielhistogramme der Zellzyklusanalyse sind in Abb. 18 gestellt. In Abb. 19
sind die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse fiir die einzelnen Zelllinien dargestellt. Alle vier
Zelllinien zeigten spatestens nach 48 h G-1 Stimulation eine signifikant erhéhte Anzahl an
Zellen in der Sub-Gi;-Phase. Zellen, die der sub-G; Population der Zellzyklusmessung
zuzuordnen waren, konnten aufgrund ihres verringerten DNA Gehaltes als tote,
apoptotische Zellen bezeichnet werden. Wahrend es bei MCF-7 und SKBr-3 Zellen keine
groBen Unterschiede an Zellen in der Go/Gi-Phase gab, konnten bei den beiden TNBC
Zelllinien nach 48 h G-1 rund 30 % weniger Zellen in dieser Phase detektiert werden. Im
Gegensatz dazu zeigten MCF-7 und SKBr-3 nach G-1 Stimulation weniger Zellen in der DNA-
Synthese-Phase (S-Phase) des Zellzyklus (Abb. 19). Allen vier Zelllinien ist gemeinsam, dass es
durch die Behandlung mit G-1 zu einem Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase kam. Die
dargestellten Versuchen wurden unter normalen Zellkulturbedingungen, ohne

Ostrogenentzug im Medium durchgefiihrt.

MCF-7 Kontrolle 24h MCF-7 + 1pM G-1 24h MDA-MB-468 Kontrolle 72h MDA-MB-468 + 1uM G-1 72h
281 2 227 2 2§ 2 281 2
Sgi——+ M3 S F— M3 §3_ M3 8&,__| M3
2 ! }W' - = 7 i T| Ml i H M4l

Abb. 18 Charakteristische Histogramme der Zellzyklusanalyse zeigten Unterschiede in der Verteilung der
Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen. Nach 24 h G-1 Stimulation zeigten MCF-7 Zellen einen deutlichen
Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase sowie eine erhéhte Anzahl an Zellen in der sub-G;-Phase und eine
verringerte Anzahl an Zellen in der Synthesephase. MDA-MB-468 zeigten nach 72 h eine sehr hohe Anzahl an

Zellen in der sub-G;-Phase, sowie einen Anstieg in der G,/M-Phase.
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Abb. 19 Die Zellzyklusanalyse der Mammakarzinomzelllinien (A) MCF-7, (B) SKBr-3, (C) MDA-MB-231 und (D)
MDA-MB-468 zeigte eine unterschiedliche Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen nach G-1
Behandlung. Die Daten sind als Mittelwerte + SD aus 3-4 Versuchen dargestellt. Der paarweise Vergleich der

einzelnen Gruppen erfolgte mit dem gepaarten t-Test. * = p<0,05; ** = p<0,01

68



Christine WeiRenborn Ergebnisse

3.2.7 G-1verringerte die Expression von Cyclin-B1 und der Cyclin-abhdngigen Kinase 1 in

MCF-7 und SKBr-3

Da Anhand der Zellzyklusanalyse gezeigt werden konnte, dass es nach G-1 Stimulation der
Mammakarzinomzellen in vitro zu einer Anhdufung der Zellen in der G,/M-Phase des
Zellzyklus kommt, wurde die Expression der fiir den Ubergang von der G,-Phase in die
Mitosephase verantwortlichen Proteine, Cyclin B1 und CDK1, bestimmt. In einem normalen
Zellzyklus steigt die Cyclin B1 Expression beginnend in der S-Phase wahrend der gesamten
G,-Phase standig an. Mit Eintritt in die Mitosephase kommt es zu einem rapiden Abfall der
Cyclin B1 Expression 182 MCF-7 und SKBr-3 Zellen zeigten nach 48 h und 72 h G-1 Stimulation
eine deutlich niedrigere Expression beider Proteine. Diese Beobachtung deutete auf einen
Arrest der Zellen in der Mitosephase. In den beiden TNBC Zelllinien war diese
Herunterregulierung nicht zu beobachten. Exemplarische Western Blots fiir Cyclin B1 und

CDK1 sind in Abb. 20 dargestellt.

A 24h 48h 72h B 24h 48h 72h
C G1C G1 C G-1 C G1C G1 C G-1
|__.__ E— | | S— — | Cyclin B1 (55 kDa)
|-—_,__?—| |——_ — |CDK1(35kDa)
[ ~—| | | R-Aktin (42 kda)
C 24h 48h 72h D 24h 48h 72h
C G1C G1 C G-1 C G1C G1 C G-1
| 2 -~ ] [#== o o wm v = Cyclin B1 (55 kDa)
|——---4’| |———-—-—|CDK1(35kDa)
|"""""'--"| }—-'—---4 R-Aktin (42 kDa)

Abb. 20 G-1 verringert die Proteinexpression von Cyclin B1 und CDK1 in MCF-7 und SKBr-3, aber nicht in
TNBC Zellen. Dargestellt sind charakteristische Western Blots fiir die Expression von Cyclin B1 und CDK1 sowie
dem Referenzprotein B-Aktin nach der Stimulation der Mammakarzinomzellen (A) MCF-7, (B) SKBr-3, (C) MDA-
MB-231 und (D) MDA-MB-468 mit 1 uM G-1 (G-1). Kontrollzellen (C) wurden mit DMSO behandelt. Die

Versuche wurden in hormonfreiem Medium in unabhangigen Versuchen dreimal durchgefiihrt.
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3.2.8 G-1 erhéhte die Phosphorylierung des Histons H3 an Position Serin 10

Neben den zellzyklusspezifischen Cyclin B1 und CDK1 wurde auch die Phosphorylierung von
Histon H3 an der Aminosdure Serin 10 im Western Blot analysiert. Die Serin 10
Phosphorylierung spricht fir den Eintritt der Zellen in Mitosephase, da sie eine wichtige

18 Alle untersuchten

Voraussetzung fiir die Chromosomenkondensation in der Prophase ist
Mammakarzinomzelllinien zeigten bereits nach 6 h Stimulation mit 1 uM G-1 eine stark
erhohte Phosphorylierung des Histons H3 (Abb. 21). In MCF-7 und MDA-MB-468 Zellen

konnte die erhdhte Histon H3 Phosphorylierung bereits nach 1 h beobachtet werden (Abb.

21 Aund D).
A o, —th 6h 24h B o —1h 6h 24h
C G1C G1 C G1 C G1C G1 C G1
— G e— — -— -_ phospho-H3 (19 kDa)
— — [ o e e | B-Aktin (42 kDa)
C oh 1h 6h 24h D oh 1lh 6h 24h
C G1C G1 C G1 C G1C G1 C G1
| - m— | WL W s | phospho-H3 (19 kDa)
|-—p-—-—-| |_—_—-— -—| B-Aktin (42 kDa)

Abb. 21 G-1 erhéhte die Expression von phosphoryliertem Histon H3 bereits nach wenigen Stunden. Gezeigt
sind charakteristische Western Blots fiir die Expression von phospho-Histon H3 (Serl0), sowie dem
Referenzprotein R-Aktin nach Stimulation von (A) MCF-7, (B) SKBr-3, (C) MDA-MB-231 und (D) MDA-MB-468
mit 1 uM G-1. Die Versuche wurden in hormonfreiem Medium in unabhédngigen Versuchen dreimal

durchgefiihrt.

3.2.9 GPER Stimulierung mit G-1 induzierte den programmierten Zelltod von Tumorzellen

Die Anhadufung von toten Zellen in der Sub-G;-Phase des Zellzyklus liel vermuten, dass eine
spezifische GPER Aktivierung der Zellen diese zum Sterben veranlasst. Fir die genaue
Untersuchung des Zelltods wurden die Zellen zusatzlich zu Pl auch mit dem Apoptosemarker
Annexin V gefarbt und die beiden Signale im Durchflusszytometer gemessen. Diese

Doppelfarbung ermoglicht die Identifizierung von apoptotischen Zellen anhand des,
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wahrend der Apoptose stattfindenden, Membranumbaus. Alle vier
Mammakarzinomzelllinien zeigten nach 48 h Behandlung mit 1 uM G-1 eine erhohte Anzahl
an Annexin V positiven apoptotischen Zellen (Abb. 22). Am starksten duBerte sich der Effekt
von G-1 auf die Apoptose von MDA-MB-468 Zellen. Hier vervierfachte sich die Menge an
apoptotischen Zellen nach 48 h G-1 Stimulation in Vergleich zu den mit DMSO behandelten

Kontrollzellen.
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Abb. 22 G-1 erhohte die Anzahl an Annexin V positiven, apoptotischen Zellen signifikant. Gezeigt ist die
Anzahl an apoptotischen Zellen nach Messung des Annexin V und PI Signals im Durchflusszytometer nach 48 h
G-1 Stimulation. Die Daten sind als Mittelwerte + SD aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt. Gepaarter t-

Test. p<0,05=%*; p<0,001 = ***

Zusatzlich zur Apoptosefarbung im Durchflusszytometer wurde die Proteinexpression der
Effektorcaspase-3 und deren ungeschnittener Vorstufe Procaspase-3 im Western Blot
bestimmt (Abb. 23). Die beiden TNBC Zelllinien zeigten nach 48 h G-1 Stimulation eine
deutliche Proteinexpression der aktiven Caspase-3, sowie eine stark erhohte Expression des
Zymogens. In der Zelllinie SKBr-3 konnte nach G-1 Stimulation eine erhoéhte Expression der
Procaspase-3 beobachtet werden. Es konnte jedoch keine durch G-1 induzierte aktivierte

Caspase-3 nachgewiesen werden. Wie bereits in der Literatur beschrieben 166

, war die
Expression der Caspase-3 in MCF-7 Zellen aufgrund einer Mutation im Caspase-3 Gen nicht

nachweisbar.
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SKBr-3 MDA-MB-231 MDA-MB-468
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Abb. 23 G-1 induzierte die Expression der Effektorcaspase-3 und ihrer inaktiven Vorstufe Procaspase-3.
Dargestellt sind exemplarische Western Blots flr Caspase-3 (Procaspase-3, 29 kDa, Caspase-3, 12 kDa) und dem
Referenzprotein R-Aktin (42 kDa) aus drei unabhangigen Versuchen. Die Zelllinien SKBr-3, MDA-MB-231 und
MDA-MB-468 wurden fiir 24 h und 48 h mit 1 uM G-1 stimuliert. Kontrollzellen (C) wurden mit DMSO
behandelt.

3.2.10 GPER vermittelte die Apoptose nicht iiber die Aktivierung eines Caspase-

unabhéingigen Apoptosewegs

Da die MCF-7 Zellen aufgrund der Basendeletion im Caspase-3 Gen keine Caspase-3

%6 wurde die Moglichkeit der Aktivierung eines Caspase-unabhangigen

exprimieren
Apoptosewegs durch GPER untersucht. Hierflir erfolgte die Bestimmung der Expression des
Apoptose-induzierenden Faktors (AIF), dem Schlisselprotein des Caspase-unabhangigen
Apoptosewegs, nach 24 h und 48 h Stimulation mit 1 uM G-1 durch Quantifizierung der AIF
Proteinmenge im Western Blot. Es konnte gezeigt werden, dass MCF-7 Zellen AIF
exprimieren. Jedoch kam es durch Aktivierung von GPER weder zu einer erhthten AIF
Expression (67 kDa), noch konnte die Expression der aktiven Form von AIF (57 kDa) gezeigt

werden (Abb. 24). Dies spricht gegen die Auslosung der Apoptose Uber den Caspase-

unabhangigen Apoptoseweg durch GPER.
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Abb. 24 Die Aktivierung von GPER in MCF-7 Mammakarzinomzellen veranderte die Expression von AIF nicht.
Gezeigt ist ein exemplarischer Western Blot flr die Expression von AIF (67 kDa) in MCF-7 nach 1 uM G-1
Stimulation. Als Referenz wurde die Expression von B-Aktin in den Proben bestimmt. Eine zweite Bande (57

kDa) fir die Detektion der aktiven Form von AIF konnte nicht nachgewiesen werden.

3.2.11 G-1 induzierte die Expression des Tumorsuppressors p53

Da gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von GPER in Mammakarzinomzellen sowohl
die Proliferation der Zellen hemmt, als auch den Zelltod durch die Aktivierung der Apoptose
einleitet, wurde nach einem intrazellularen Mediator und down-stream Effektor von GPER

gesucht. Einer der bekanntesten Tumorsuppressorproteine ist p53 2%

. Als ein wichtiges
Regulatorprotein des Zellzyklus ist p53 in der Lage den Zelltod durch Apoptose zu induzieren.
Im Western Blot wurde die Proteinexpression von p53 nach GPER Aktivierung mit G-1
untersucht. In allen untersuchten Mammakarzinomzelllinien kam es nach 48h G-1

Stimulation zu einer Erhéhung der p53 Proteinexpression (Abb. 25).
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Abb. 25 Die GPER Aktivierung induzierte die Proteinexpression des Tumorsuppressors p53. Gezeigt sind
charakteristische Western Blots des Tumorsuppressors p53 nach Stimulation der Mammakarzinomzellen MCF-
7, SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-Mb-468 mit 1 uM G-1 (G-1). Die entsprechenden Kontrollzellen (C) wurden
mit DMSO behandelt. Als Referenzprotein wurde die Expression von B-Aktin bestimmt. Die Zahlen Uber den
Proteinbanden stellen den Mittelwert der relativen Expression von p53 aus drei unabhangigen Versuchen dar.

Die p53 Expressionswerte wurden fiir jede Zelllinie auf den 0 h Wert normiert.

3.2.12 Radioaktive Strahlung erhéhte die Expression von GPER in Abhéingigkeit des

funktionstiichtigen Tumorsuppressors p53

Durch die Behandlung von lebenden Zellen mit radioaktiver Strahlung entstehen Schaden in
der DNA der bestrahlten Zellen. Diese DNA Fehler induzieren die Expression von p53,
welches dann als Transkriptionsfaktor entweder die Reparatur der DNA veranlasst oder die

Apoptose der Zellen auslést **°.

Mit Hilfe der RT-PCR wurden die mRNA Expressionslevel von GPER in den beiden TNBC
Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468 sowie in der Zelllinie MCF-7 nach
unterschiedlichen Dosen von radioaktiver Strahlung (0, 2, 5, 10 Gy) bestimmt. Bei diesem
Versuch war die Expression von funktionalem p53 in den einzelnen Zelllinien von besonderer
Bedeutung. Wahrend MCF-7 Zellen ein intaktes, funktionsfdahiges p53 exprimieren, weisen

MDA-MB-231 und MDA-MB-468 ein fehlerhaftes, mutiertes p53 *®® auf. Als zusatzliche
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Kontrolle wurde p53 in MCF-7 Zellen durch siRNA ausgeschaltet. Die siRNA
Herunterregulierung von p53 fand in Kooperation mit der Potsdamer Arbeitsgruppe fir
Biochemie unter der Leitung von Prof. Zoya Ignatova statt. Es konnte gezeigt werden, dass
sich die GPER mRNA Menge 48 h nach Bestrahlung der einzelnen Zelllinien verandert (Abb.
26). Die beiden TNBC Zelllinien zeigten nach der Bestrahlung mit 5 Gy und 10 Gy eine
signifikante Erhohung der GPER Expression. MCF-7 Zellen zeigten im Gegensatz dazu eine
signifikante Verringerung der GPER Transkription. MCF-7 Zellen mit verringerter p53
Expression (MCF-7-p53 neg) wiesen ahnlich der TNBC Zelllinien einen erhéhten GPER mRNA
Spiegel nach Bestrahlung mit 5 Gy auf (Abb. 26).
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* * *kk *%
5 _ | — f 1 f 1 | —
*% *
1 L

o

GPER-mRNA-Expression [2-2<]

0 2 5 10
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Abb. 26 Radioaktive Strahlen veridnderten die GPER mRNA Expression in Abhangigkeit des
Tumorsuppressorproteins p53. Dargestellt ist die GPER mRNA Expression relativ zum Referenzmolekil $-Aktin
48 h nach Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen (0, 2, 5 und 10 Gy). In den TNBC Zelllinien MDA-MB-231
und MDA-MB-468 konnte eine dosisabhangige Erhohung der relativen GPER Expression gezeigt werden. MCF-7
Zellen reagierten mit einer verringerten GPER Expression auf die Bestrahlung. Durch Ausschalten von p53 mit
Hilfe von siRNA (MCF-7-p53 neg) wurde der Effekt der Bestrahlung in MCF-7 aufgehoben. MCF-7-p53 neg
Zellen reagierten dhnlich wie die beiden Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-Mb-468 mit einer erhéhten GPER
mMRNA Expression auf die radioaktiven Strahlen. Die Daten sind als Mittelwerte + SD dargestellt. Der paarweise

Vergleich der einzelnen Gruppen erfolgte mit mittels t-Test. p < 0,05=*; p< 0,01 = **; p < 0,001 = ***,

Weiterhin wurde die Expression von p53 in Abhangigkeit der radioaktiven Strahlung
untersucht (Abb. 27). Die Analyse erfolgte mittels Western Blot. Mit steigender
Konzentration der Bestrahlung wurde eine signifikante Erhohung der p53 Proteinexpression

in allen 3 Zelllinien beobachtet.
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Abb. 27 Radioaktive Strahlen erhohten die Proteinexpression von p53 in den Mammakarzinomzelllinien.

Gezeigt sind reprasentative Westen Blots fir p53 und dem Referenzprotein R-Aktin 48h nach

Strahlenbehandlung. Die Zahlen liber den Proteinbanden stellen den Mittelwert der relativen Expression von
p53 aus drei unabhangigen Versuchen dar. Die p53 Expressionswerte wurden fiir jede Zelllinie auf den 0 Gy

Wert normiert.

3.3 Untersuchungen zur Methylierung der GPER Promotorsequenz

Die bis hierhin gezeigten Daten lieBen vermuten, dass GPER eine potentielle Rolle als
Tumorsuppressor im Mammakarzinom spielt. Wichtige Mechanismen zur Ausschaltung

verschiedener Tumorsuppressoren stellen neben den genetischen Modifikationen

epigenetische Prozesse dar. Fiir den klassischen Ostrogenrezeptor ERa wurde eine

187 In diesem Kontext wurde der

epigenetische Regulation bereits beschrieben
Methylierungszustand des GPER Promotors sowohl in Mammakarzinomzelllinien als auch in

Brustkrebspatientinnen analysiert.

3.3.1 Inhibierung der DNA-Methyltransferase durch 5-Aza-2'-desoxycytidin erhéhte die

Expression von GPER

Wie bereits beschrieben exprimieren MCF-7, SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-MB-468 Zellen
unterschiedliche Mengen an GPER (siehe 3.1.1). Um herauszufinden, ob GPER in den
Mammakarzinomzelllinien methyliert ist, wurden die Zellen mit 5-Aza-2'-desoxycytidin (Aza)
behandelt. Als Analogon zu Desoxycytidin wirkt das synthetische Nukleosid Aza als Inhibitor

der DNA-Methyltransferase-1, wodurch teilende Zellen unspezifisch demethyliert

werden 38

. Nach Behandlung der Zellen fir 24 h und 48 h mit 5 uM Aza konnte gezeigt
werden, dass die mRNA Expression von GPER in allen vier untersuchten Zelllinien durch die

Inhibierung der DNA-Methyltransferase signifikant erhoht wurde (Abb. 28).
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Abb. 28 Die Inhibierung der DNA-Methyltransferase-1 durch 5-Aza-2'-desoxycytidin (Aza) erh6hte die mRNA
Expression von GPER statistisch signifikant. (A) MCF-7, (B) SKBr-3, (C) MDA-MB-231 und (D) MDA-MB-468
Zellen wurden fiir 24 h und 48 h mit 5 uM Aza behandelt. Kontrollzellen wurden mit 0,005 % Essigsdure
kultiviert. Dargestellt sind die relativen mRNA Expressionslevel von GPER aus drei unabhangigen Versuchen

(Mittelwert + SD; gepaarter t-Test, * = p<0,05)

3.3.2 5-Aza-2'-desoxycytidin erh6hte den inhibitorischen Effekt von G-1 auf die

Zellviabilitdét von Mammakarzinomzellen in vitro

In einem weiteren Versuch wurde die Auswirkung einer verdanderten Genexpression als
Folge der Demethylierung mit Aza Behandlung in Tumorzellen untersucht. Hierflir wurden
Mammakarzinomzellen nach 48 h Vorinkubation mit 5 uM Aza, zusatzlich fiir 72 h mit 1 uM
G-1 behandelt. Mit Hilfe eines MTT-Tests wurde die Viabilitat der Zellen ermittelt. Die
kombinierte Gabe von Aza und G-1 erhdht den inhibitorischen Effekt von G-1 auf die
Zellviabilitat verglichen zu den Zellen, die nur mit einer der beiden Substanzen behandelt
wurden (Abb. 29). In diesem Versuch konnte aulRerdem beobachtet werden, dass die beiden
TNBC Zelllinien wesentlich sensitiver auf die DNA-Demethylierung durch 5 uM Aza sowie G-1
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Stimulation reagierten als die beiden anderen untersuchten Zelllinien MCF-7 (Luminal A) und

SKBr-3 (HER2/neu positive Zellen).
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Abb. 29 Die kombinierte Gabe von Aza und G-1 bewirkte, verglichen mit den Einzelsubstanzen, eine
signifikant verringerte Zellviabilitdit in Mammakarzinomzelllinien. Die Zellen wurden 48 h mit 5uM Aza
vorinkubier, und anschlieRend mit 1 uM G-1 fir 72 h stimuliert. Die Daten des MTT-Zellviabilitatstest sind als

Mittelwerte + SD dargestellt (n=3). Gezeigt sind die Versuche in den vier verschiedenen

Mammakarzinomzelllinien (A) MCF-7, (B) SKBr-3, (C) MDA-MB-231 und (D) MDA-MB-468. Die statistische

Auswertung erfolgte mit Hilfe des gepaarten t-Test,* = p<0,05; ** = p<0,01.

3.3.3 Identifizierung eines potentiell methylierbaren DNA Sequenzabschnitts im GPER

Promotor

Da die gezeigten Versuche mit Aza auf eine Methylierung von GPER deuten, diese aber
aufgrund der globalen Demethylierung durch Aza und der damit verbundenen veranderten
Expression vieler Proteine und Regulatoren einhergeht, wurde im zweiten Teil dieses

Versuchskomplexes eine spezifische Analyse der Methylierung des GPER Promotors
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durchgefiihrt. Durch Etablierung der Methode der methylierungsspezifischen PCR (MSP) fir
die GPER Gensequenz (siehe 2.2.19.2) war es moglich, einen spezifischen, potentiell

methylierbaren DNA Bereich des GPER Gens auf DNA-Methylierungen zu untersuchen.

Die MSP der GPER Promotorsequenz der Mammakarzinomzelllinien MCF-7, SKBr-3, MDA-
MB-231 und MDA-MB-468 zeigte eine Methylierung dieser DNA Sequenz. In allen vier
Zelllinien konnte die methylierte DNA Sequenz mit Hilfe der methylierungspezifischen Primer
(M-Primer) nachgewiesen werden (Abb. 29 A). Dariber hinaus konnte mit der MSP eine
spezifische Demethylierung des GPER Promotors durch Aza, anhand einer signifikanten
Verringerung der Menge an PCR Produkten nach der MSP, nachgewiesen werden

(Abb. 30 B).

A B
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Abb. 30 Die methylierungsspezifische PCR zeigte einen moglichen methylierbaren GPER DNA Bereich in vitro.
(A) MSP der untersuchten Mammakarzinomzelllinien. Dargestellt ist ein exemplarisches Bild eines DNA
Agarosegels nach der PCR. Ma, DNA Marker; C, Kontrolle (ddH,0); UM, unmethylierte Standard DNA; M,
methylierte Standard DNA; M-Primer, methylierungsspezifische Primer fir methylierte DNA; UM-Primer,
methylierungsspezifische Primer fiir unmethylierte DNA. (B) MSP der untersuchten Mammakarzinomzellen
nach 48 h Behandlung mit 5 UM Aza. Aza verringert die Methylierung des GPER Promotors signifikant. Gezeigt
sind charakteristische DNA Agarosegele fiir drei unabhadngige Versuche. Die relativen Einheiten der PCR
Produkte nach MSP mit methylierungsspezifischen Primern (M-Primer) sind als Mittelwerte + SD dargestellt. Die

statistische Auswertung erfolgte mittels gepaartem, zweiseitigem t-Tests,* = p<0,05; ** = p<0,01.
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3.3.4 Die GPER Promotormethylierung kontrolliert die GPER Expression in Proben von

Burstkrebspatientinnen

Nachdem die Methylierung der GPER Promotorsequenz in vitro nachgewiesen werden
konnte, wurde die Bedeutung dieser Promotormethylierung in humanen Brusttumoren und
nicht tumorigenem Normalgewebe der Brust untersucht. Hierflir wurde aus Paraffinblocken
primarer Mammakarzinome und Normalgewebe gewonnene DNA durch Bisulfitreaktion in
Abhangigkeit von DNA Methylierungen verandert und mit Hilfe der MSP der
Methylierungstatus der GPER Promotorsequenz analysiert. In Abb. 31 ist ein exemplarisches
Agarosegel fur die zwei MSP Reaktionen abgebildet. Anhand der entstandenen PCR Produkte
mit M- und UM-spezifischen Primern erfolgte die Zuordnung der Tumore in GPER methyliert
und nicht-methyliert. Es wurden 260 primdre, humane Mammakarzinome fir die
Auswertung herangezogen. Promotorhypermethylierung wurde dabei in 136 der 260
Tumoren (52,3 %) nachgewiesen. 124 Tumore (47,7 %) zeigten hingegen keine

Methylierungen der untersuchten GPER DNA Sequenz.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C1 C

300 bp M-Primer

200 bp

100 bp

300 bp

200 bp UM-Primer

100 bp

Abb. 31 Exemplarisches Bild der MSP der Tumorproben. Das obere Gel reprdsentiert die PCR mit
methylierungsspezifischen Primern (M-Primer), das untere Gel zeigt die entstandenen Produkte nach PCR mit
Primern (UM-Primer) spezifisch flr eine unmethylierte DNA Sequenz. M, 100 bp DNA marker; 1 —9, DNA Proben
der Tumore; C1, methylierte Standard DNA; C2, unmethylierte Standard DNA. Die DNA Tumorproben in Reihe
1,2,4,6 und 7 reprasentieren Proben mit methylierter GPER DNA Sequenz. Reihe 3 und 9 zeigen Proben mit
unmethylierter GPER DNA Sequenz. Proben in den Reihen 5 und 8 zeigten bei keiner der beiden PCRs ein

amplifiziertes Produkt. Diese Proben wurden von der Auswertung ausgeschlossen.
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Durch Heranziehen des Chi-Quadrat-Tests konnte kein Zusammenhang zwischen der GPER
Promotormethylierung und den Tumorcharakteristiken: Tumorgroe, Lymphknotenstatus,
histologischem Tumortyp und -grad sowie Hormonrezeptor- und HER2-Expression

festgestellt werden (Tab. 9).

Tab. 9 Zusammenhang zwischen der GPER Promotormethylierung und den Tumoreigenschaften der

untersuchten Brustkrebspatientinnen. (Pearson Chi-Quadrat-Unabhéangigkeitstest)

GPER Methylierung

keine Methylierung Methylierung

Tumoreigenschaft N N % N % p-Wert
Gesamt 260 124 47,7 136 52,3
Alter (Bereich) 59,79 (34-88) 63,21 (30-96) 0,272
Tumorgrofie

<2cm 137 66 53,2 71 52,2

>2cm 94 46 37,1 48 35,3

unbekannt 29 12 9,7 17 12,5 0,766
Lymphknotenstatus

negativ 162 81 65,3 81 59,6

positiv 79 36 29,0 43 31,6

unbekannt 19 7 5,6 12 8,8 0,500
Histologische
Einteilung

duktal 61 28 22,6 33 24,3

lobular 15 8 6,5 7 51

andere 4 3 2,4 1 0,7

unbekannt 180 85 68,5 95 69,9 0,687
Histologischer Grad

1 29 11 8,9 18 13,2

2 117 54 43,2 63 46,3

3 105 56 45,2 49 46,7

unbekannt 9 3 2,4 6 4,6 0,349
ER Status

negativ 106 54 43,5 52 38,2

positiv 142 65 45,8 77 56,6

unbekannt 12 5 4,0 7 5,1 0,659
PR Status

negativ 134 69 55,6 65 47,8

positiv 114 50 40,3 64 47,1

unbekannt 12 5 4,0 7 5,1 0,444
Her-2 Status

negativ 204 92 74,2 112 82,4

positiv 42 26 21,0 16 11,8

unbekannt 14 6 4,8 8 5,9 0,130
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In Zusammenarbeit mit Prof. Thomas Kalinski von der Pathologie der OvGU Magdeburg
wurde die GPER Proteinexpression in den fir die MSP herangezogenen Tumoren
immunhistochemisch untersucht. Eine exemplarische GPER Farbung der Tumorschnitte ist in

Abb. 32 dargestellt.
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Abb. 32 Immunhistochemische GPER Fiarbung in Brusttumorschnitten. Dargestellt sind unterschiedliche
Intensitaten der GPER Expression. Negativ (A); schwache GPER Intensitat (B); gemaRigte GPER Expression (C);
starke GPER Expression (D). Balken = 50 um

Anhand der immunhistochemischen GPER Proteinfarbung in den Tumorproben wurde der

GPER Score ermittelt 1%

. Fiir die genaue Berechnung des GPER Scores und Charakterisierung
von GPER Intensitat und - Ausbreitung siehe 2.2.16. Es wurden Tumore mit einem GPER
Score < 2 als negativ und Tumore mit einem Score > 2 als GPER positiv bewertet. Auf Basis
des Scores konnten 142 der untersuchten primdaren Mammakarzinome (54,8 %) als GPER

positivund 117 Tumore (45,2 %) als GPER negativ eingestuft werden.

In 83 der 117 GPER negativen Mammakarzinome (70,9 %) konnte eine Methylierung des
GPER Promotors nachgewiesen werden. Passend dazu zeigte sich die GPER
Hypermethylierung in nur 52 der 142 GPER positiven Tumore (36,6 %). Der mittlere GPER
Score lag bei 2,602 fiir Tumore mit GPER Methylierung bzw. 4,0 flir Tumore ohne
Methylierung des GPER Promotors. Eine Korrelationsanalyse zwischen GPER Methylierung
und Proteinexpression konnte die signifikante Abhédngigkeit zwischen GPER

Promotormethylierung und Proteinexpression beweisen (p < 0,001) (Tab. 11).
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Tab. 10 Zusammenhang von GPER Promotormethylierung und Proteinexpression in Mammakarzinomproben

(Fisher’s exact Test)

GPER Methylierung

Keine
Methylierung Methylierung

Tumoreigenschaft N N % N % p-Wert
Gesamt 259 124 47,9 135 52,1
GPER Intensitat

negativ oder schwach 150 52 34,7 98 65,3

moderat oder stark 109 72 66,1 66,1 33,9 < 0,001
GPER Ausbreitung

keine positiven Zellen 42 12 28,6 30 71,4

< 10 % positive Zellen 108 40 37,0 68 63,0

10-50 % positive Zellen 98 63 64,3 35 35,7

> 50 % positive Zellen 11 9 81,8 2 18,2 < 0,001
GPER Score

negativ (0-2) 117 34 29,1 83 70,9

positiv (3-9) 142 90 63,4 52 36,6 < 0,001
Veranderung GPER Expression

Keine Anderung/Steigerung 51 37 72,5 14 27,5

Verringerung 57 20 35,1 37 64,9 < 0,001

Da in einer vorausgegangenen Studie unserer und anderer Arbeitsgruppen gezeigt werden
konnte, dass es wahrend der Tumorgenese des Mammakarzinoms zu einer Verminderung
der GPER Proteinexpression kommt und diese mit einer schlechteren Prognose der

betroffenen Patienten einhergeht 63,106

, wurde die Promotormethylierung in Tumorproben
mit nicht-tumorigenen Brustgewebe derselben Patientin verglichen. Es wurden
Mammakarzinomgewebe und gesundes Brustgewebe von 108 Patientinnen untersucht. Bei
57 von 108 Patientinnen (52,8 %) konnte, im Vergleich zu gesundem Gewebe, eine
Verringerung der GPER Proteinexpression im Tumor diagnostiziert werden. Im Gegensatz
dazu zeigten 51 der 108 Patientinnen (47,8 %) keine Veranderung oder sogar eine erhohte
GPER Expression in den Tumoren. Die Analyse der GPER Promotormethylierung konnte
einen Zusammenhang zwischen der GPER Hypermethylierung und der verringerten GPER
Expression in den Tumorproben zeigen. Von den 57 Patientinnen mit verringerter GPER

Proteinexpression im Tumor wurde bei 37 Patientinnen eine GPER Promotormethylierung

(64,9 %) bestatigt. Im Vergleich dazu konnte die GPER Promotormethylierung in nur 14 der
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51 Patientinnen (27,5 %) mit gesteigerter oder unveranderter GPER Proteinexpression

nachgewiesen werden.

3.3.5 Die GPER Hypermethylierung korrelierte mit dem Uberleben von

Brustkrebspatientinnen mit triple-negativen Brustkrebs

Die Analyse der Auswirkung der GPER Promotormethylierung auf das Uberleben der zur
Auswertung herangezogenen Brustkrebspatientinnen (N =260) zeigte keine signifikante
Korrelation zwischen der GPER Methylierung und dem krankheitsfreien Uberleben (disease
free survival, DFS) bzw. dem Gesamtiberleben (overall survival, OS) der untersuchten
Patientinnen. Jedoch schien die GPER Methylierung einen leicht negativen Einfluss auf beide
zu haben. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patientinnen mit nachgewiesener GPER
Methylierung lag bei 80,2 % wohingegen Patientinnen ohne GPER Methylierung eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von 85,4 % hatten. Gerade in den ersten drei Jahren nach der
Brustkrebsdiagnose verstarben Patientinnen mit GPER Promotormethylierung haufiger als

Patientinnen ohne diese Methylierung (p = 0,067; Daten nicht gezeigt).

Nach der Analyse des Uberlebens des gesamten Patientenkollektivs, wurde der Einfluss der
GPER Methylierung ausschlieRlich auf das Uberleben der Patientinnen mit TNBC untersucht.
Von 244 Patientinnen der Studie lagen Daten zum Expressionsstatus von ER, PR sowie
HER2/neu vor. Mit 30,7 % (75 von 244 Tumoren) triple-negativen Tumoren lag der Anteil an
TNBC Proben tber dem durchschnittlichen Anteil von rund 15 % . In der untersuchten
Patientenkohorte konnten keine Unterschiede in der Proteinexpression von GPER zwischen
triple-negativen und nicht-triple-negativen Tumoren festgestellt werden. Die mittleren GPER
Scores lagen bei 3,155 fiir TNBC Karzinome und 3,335 fir Karzinome mit anderen
molekularen Brustkrebsarten (nicht-TNBC). Eine Hypermethylierung des GPER Promotors
konnte in 40 der 75 (53,3 %) triple-negativen Karzinomen nachgewiesen werden. Die nicht-
TNBC zeigten mit einer GPER Promotormethylierung in 87 von 169 (51,5 %) Tumoren eine
dhnliche Methylierungsrate der untersuchten GPER Sequenz. Die Uberlebensanalyse der
TNBC Patienten belegte, dass Patienten mit GPER Methylierung eine signifikant schlechtere
Uberlebensrate hatten als Patientinnen ohne diese Methylierung (p =0,025) (Abb. 33).
Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 5 Jahren verstarben nur 4 von 34 (11,7 %)

Patientinnen ohne GPER Methylierung. Im gleichen Zeitraum starben dagegen jedoch 13 von
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40 (30,5 %) Patientinnen mit einer GPER Promotormethylierung. Die Sterberate hat sich
damit in Abhangigkeit von der GPER Promotormethylierung annahernd verdreifacht. Fiir das
krankheitsfreie Uberleben bestatigten die Uberlebensraten der TNBC Patienteninnen dieses
Ergebnis und zeigten, wenn auch aufgrund der relativ geringen Probandenzahl nicht
signifikant, den gleichen Trend. Die 5-jahres Uberlebensraten fiir DFS betrugen 60 % fiir
GPER methylierte und 77,1 % fir GPER nicht-methylierte TNBC Patientinnen (p = 0,082). DFS
und OS der nicht-TNBC Patientinnen zeigten in Abhdngigkeit der GPER Methylierung keine
signifikanten Unterschiede (0S: p=0,268; DFS: p=0,969; Daten nicht gezeigt).
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Abb. 33 Die Methylierung des GPER Promotors wirkte sich negativ auf das Uberleben von
Brustkrebspatientinnen aus. Dargestellt sind Kaplan-Meyer-Grafen fiir das Uberleben der Patientinnen in
Abhingigkeit des Methylierungsstatus des GPER Promotors. (A) Krankheits-freies Uberleben und (B)
Gesamtiiberleben des gesamten analysierten Patientenkollektivs (N = 260); (C) Krankheits-freies Uberleben

und (D) Gesamtiiberleben der TNBC Patienten (N = 75). Die p-Werte wurden mit Hilfe des Log-rank Testes

errechnet.
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4 Diskussion

Jede achte Frau erkrankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Trotz der relativ hohen 5-
Jahresiiberlebensrate von 85 % bedeutet dies jedoch, das lGber 10000 Patientinnen, die
jahrlich die Diagnose Brustkrebs erhalten, die nachsten finf Jahre nicht tiberleben werden.
Daher sind die weitere Verbesserung der Brustkrebsbehandlung und die Suche nach neuen
Therapieansitzen von groRer medizinischer Relevanz. Ostrogene sind essentiell fiir eine
normale Entwicklung der weiblichen Brustdrise *°. Eine gestérte Regulierung der
Ostrogenfunktion kann daher auch fiir die Entstehung von Brustkrebs und anderen
hormonsensitiven Tumoren, wie dem Endometriumkarzinom oder dem Ovarialkarzinom,

verantwortlich sein .

Die Funktion der verschiedenen Ostrogenrezeptoren und das
Zusammenspiel mit ihren aktivierten Stoffwechselwegen stellen dabei neue Therapieansatze
gegen Ostrogensensitive Brusttumore dar. Bereits heute werden zur Abschatzung der
Prognose und Behandlungsstrategie Genexpressionsprofile der Hormonrezeptoren ERa, PR
und HER2/neu, sowie verschiedener Proliferationsmarker wie Ki-67 in Mammakarzinomen,

15191 'Neben dieser

erstellt und die Tumore bestimmten molekularen Gruppen zugeordnet
klassischen molekularen Einteilung ist auch die Funktion des GPER, einem G-Protein
gekoppelten Rezeptor, welcher nach Bindung an Ostrogen oder anderen Liganden
intrazellulare Signalkaskaden aktiviert, von wissenschaftlichem Interesse fiir die Behandlung

von hormonsensitiven Tumoren.

4.1 Verschiedene Mammakarzinomzelllinien zeigen eine unterschiedliche Expression von

GPER

Mehr als 50 % der Mammakarzinome exprimieren neben nukledren ER auch GPER 102,106,107

dessen Relevanz als Tumorsuppressor im Mammakarzinom in der vorliegenden Arbeit
genauer untersucht wurde. Aufgrund der bislang sehr gegensatzlichen Ergebnisse und
Diskussionsansatze beziglich der Bedeutung von GPER im Mammakarzinom, erfolgte dabei
zundchst eine eingehende GPER Expressionsanalyse der vier unterschiedlichen humanen
Mammakarzinomzelllinien MCF-7, SKBr-3, MDA-MB-231 und MDA-MB-468. Jede Zelllinie

beschreibt dabei durch unterschiedliche Hormon- und Wachstumsfaktorrezeptorexpression
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einen anderen molekularen Mammakarzinomtyp. MCF-7 Zellen gehoren aufgrund der
positiven Expression von ERa und PR zu dem Luminal A Tumortyp. SKBr-3 stellt ein in vitro
Zellmodell fir HER2-positive Tumore dar. Die Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468
gehoren zum triple-negativen Zelltyp. Sie exprimieren weder ERa und PR noch zeigen sie
eine HER2/neu Uberexpression. Jedoch unterscheiden sich die beiden Zelllinien in der GPER
Expression und der Genexpression weiterer Gene. Aufgrund der Expression Stammzell-
assiziierter Gene und fehlender Expression charakteristischer Epithelgene (z.B. Claudin-3, -4
und -7 und E-Cadherin) kbnnen MDA-MB-231 Zellen dem ,claudin-low” Brustkrebs-Subtyp
zugeordnet werden **%. Es wird vermutet, dass Tumorzellen dieses Zelltyps ihren Ursprung in
somatischen Bruststammzellen haben. MDA-MB-468 Zellen zeigen hingegen &hnliche
Expressionsmuster wie der ,basal-dhnliche” Brustkrebs-Subtyp. Tumore dieses Typs
entwickeln sich aus weiter differenzierten luminalen Vorliuferzellen . Die Mehrheit der

triple-negativen Tumore lasst sich diesem ,Basal-ahnlichen” Tumortyp zuordnen.

Die genaue Analyse der Expression von GPER zeigte unterschiedliche GPER mRNA- und
Proteinmengen in den vier untersuchten Mammakarzinomzelllinien. Zudem konnte
festgestellt werden, dass die Menge der mittels qRT-PCR bestimmten GPER mRNA nicht in
alles Zelllinien mit der ermittelten Proteinmenge des Rezeptors korreliert. Diese
Unterschiede zwischen GPER mRNA und Proteinlevel lassen sich mit verschiedenen
Regulationsebenen zwischen Transkript (MRNA) und Protein begriinden. So spielen etwa die
Sekundarstruktur der mRNA, der Einfluss von regulatorischen Proteinen sowie die Dichte
und Auslastung der Ribosomen eine entscheidende Rolle bei der Translation ***. Eine weitere
mogliche Erklarung der unterschiedlichen GPER mRNA- und Proteinmengen kdnnen
Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs) und
Mutationen sein. Durch Variation eines Basenpaares des DNA-Stranges im Bereich der
Primerhybridisierung kommt es zu einer geringeren Affinitat des Primers zum
Matrizenstrang und damit zu einer verringerten Amplifikation wahrend der RT-PCR. Fiir den
kodierenden Bereich der GPER Gensequenz, welcher nur das letzte der drei Exons umfasst 53,
wurden in Mammakarzinomproben verglichen zu Normalgewebe 13 SNPs identifiziert. Diese
konnten jedoch bislang noch nicht mit einem bestimmten pathologischen Ereignis assoziiert

werden *%°

. Das in dieser Arbeit fir die quantitative RT-PCR verwendete GPER Primerpaar
Uberschneidet sich nicht mit diesen bekannten SNPs. Im Allgemeinen wird die Aussagekraft
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von detektierter mRNA beziglich der wirklichen Proteinexpression in der Literatur mit nur

etwa 40% angegeben 196198,

Von den untersuchten Zelllinien wiesen MCF-7 Zellen die starkste GPER Expression, sowohl
auf mRNA als auch auf Proteinebene, auf. Zusatzlich konnte eine Lokalisierung des Rezeptors
in der Zellmembran von MCF-7 Zellen mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie deutlich
bewiesen werden. SKBr-3 und MDA-MB-468 zeigten im Western Blot und unter dem
Immunfluoreszenzmikroskop dhnlich hohe, jedoch verglichen zu MCF-7 Zellen, geringere
GPER Proteinlevel. Eine zellmembrangebundene Expression konnte in den durchgefiihrten
Versuchen bei diesen beiden Zelllinien, genau wie bei MDA-MB-231, nicht nachgewiesen
werden. Aufgrund einer bestimmten Nachweisgrenze der Immunfluoreszenz ist dennoch
nicht auszuschliefRen, dass sich geringere Mengen des Rezeptors in der Plasmamembran der
Zellen befinden, diese jedoch mit der verwendeten Methode nicht nachgewiesen werden
konnten. Die detektierte GPER mRNA-Expression in MDA-MB-468 ist nur minimal. Es scheint,
als waren die in der RT-PCR verwendeten Primer nicht optimal fiir die Amplifizierung der
GPER mRNA in MDA-MB-468. Ein moglicher Grund dafiir kénnen bereits erwdhnte
genetische Veranderungen des GPER Gens sein. Im Gegensatz zu MDA-MB-468 ist die im
Western Blot detektierte GPER Proteinmenge in MDA-MB-231, trotz einer relativ hohen

MRNA Expression, sehr gering.

Hinsichtlich der geringen und teilweise nicht detektierbaren GPER Proteinexpression wurde
die Zelllinie MDA-MB-231 von unterschiedlichen Arbeitsgruppen auch als GPER-negative

Mammakarzinomzelllinie verwendet >4%80,105

. Carmeci und Kollegen klonten bereits 1997
die GPER cDNA auf Grundlage unterschiedlicher Expression von GPER in den beiden
Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 %, womit sie Mitte der 90er Jahre eine der ersten
Arbeitsgruppen waren, die die GPER Genesequenz identifizieren konnten. Andere

Arbeitsgruppen beschrieben die TNBC Zelllinie hingegen als GPER-positiv 199-201

. Aufgrund
der Expressionsanalyse im Western Blot und der GPER Immunfluoreszenzfarbung wurden
MDA-MB-231 Zellen in der vorliegenden Arbeit ebenfalls als GPER-positiv eingestuft. Als
GPER-negative Kontrollzelllinie wurde in der vorliegenden Arbeit daher die humane

embryonale Nierenzelllinie HEK293 herangezogen. Diese Zelllinie wurde bereits von anderen
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51,202,203

Laboren als GPER-negativ beschrieben und zeigte auch in den, in dieser Arbeit

durchgefiihrten, Versuchen keine GPER Expression.

4.2 Die Lokalisierung von GPER in Zellen wird von der Dynamik des Rezeptoraufbaus

und -abbaus beeinflusst

Alle vier Zelllinien zeigten eine zytoplasmatische und verstarkt kernnahe Lokalisierung von
GPER, was auf eine mogliche Verankerung des Rezeptors im endoplasmatischen Retikulum
hindeuten konnte. Die Lokalisierung von GPER im endoplasmatischen Retikulum wurde
bereits beschrieben >2. Nur in der Zelllinie mit der stiarksten GPER Proteinexpression (MCF-7)
konnte die membrangebundene und fir Vertreter der GPCR charakteristische Expression
nachgewiesen werden. Unterschiede in der Expressionsintensitat zwischen Western Blot
Analyse und Immunfluoreszenzmikroskopie lassen sich durch die Verwendung von
verschiedenen GPER Antikdrpern in den Methoden erkldren. Beide GPER Antikérper binden
unterschiedliche Epitope des Rezeptors. Entscheidend fiir die Lokalisierung von
membranstdandigen Proteinen ist die Verwendung von Antikdrpern, die Epitope aullerhalb
der Transmembrandomdnen erkennen. Der fir die Immunfluoreszenz verwendete
Antikorper Klon (N-15) bindet, anders als der fiir den Western Blot verwendete Klon K-19, an

den aullerhalb der Membran liegenden GPER N-Terminus und erfillt damit dieses Kriterium.

Die genaue Lokalisierung von GPER in den Zellen sowie auch in humanen Gewebeproben ist
ein kontrovers diskutiertes Kapitel in der Geschichte des Rezeptors. Bereits 2005 konnten
Thomas und Kollegen die Lokalisierung von GPER in der Plasmamembran von SKBr-3 Zellen
zeigen >*. Weitere Studien bestitigten GPER als membrangebundenen Rezeptor in
Pyramidenzellen von Rattenhirnen 24 und in GPER transfizierten HEK293 Zellen 2*.
Zeitgleich zu diesen ersten Veroffentlichungen wurde mit Hilfe eines fluoreszierenden
Ostrogenderivates (E,-Alexa) GPER auch im endoplasmatischen Retikulum von GPER

transfizierten COS7 Zellen ** und in der Membran des Golgi-Apparates nachgewiesen 205,

Die Funktionsfahigkeit von zytoplasmatischen oder an intrazellulaire Membranen

6

gebundenen GPCRs wurde bereits beschrieben 2% Eine wichtige Voraussetzung fiir die

Funktion eines intrazellularen GPCRs ist dabei, dass die Rezeptorliganden die Zellmembranen
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durchdringen kénnen oder gar endogen produziert werden und dadurch intrazellulare
Rezeptoren aktivieren 207 steroidhormone wie Ostrogen, welche sogar klassische nukledre
ERs im Zellkern binden, sind aufgrund ihrer lipophilen Charakteristik zellpermeabel und
kdnnen somit problemlos Zellmembranen passieren. Der Beweis fiir die intrazellulare
Funktionalitdt von GPER konnte durch Verwendung von synthetischen Ostrogenderivaten
mit unterschiedlicher Zellpermeabilitat erbracht werden 208, Gegenteilige Studien widerlegen

hingegen die intrazelluldre Funktionalitdt von GPER **%%%

. Flr eine richtige Interpretation
dieser Ergebnisse sind jedoch zwei wesentliche Mechanismen von Membranproteinen zu
beachten. Zum einen laufen alle Membranproteine wahrend ihrer Synthese im rauen
endoplasmatische Retikulum auf dem Weg zur Zellmembran durch den Golgi-Apparat. Dabei
kann es zu einer Akkumulation der Proteine im endoplasmatischen Retikulum

kommen 52,204,208.

Zum anderen findet zum Schutz vor einer UbermadfRig starken
Signalaktivierung eine Rezeptorinternalisierung durch Endozytose des membranstindigen
Rezeptors nach Ligandenbindung statt. Nach dieser Rezeptordesensibilisierung werden
internalisierte GPCRs entweder recycelt und zuriick an die Membran transportiert oder
durch das Proteasom abgebaut. Durch diese dynamischen Prozesse befindet sich immer ein
gewisser Anteil an Rezeptoren innerhalb der Zellstrukturen und kann dort nachgewiesen
werden. Fir GPER wurde zusatzlich ein retrograder Transport von der Plasmamembran zum

Zellkern beschrieben 203210211

. Die heterogenen Ergebnisse zur Expression von GPER lassen
vermuten, dass individuelle Gewebe und Organe des Kérpers ihre Ostrogenantwort durch
unterschiedliche GPER Expression infolge daulRerer und innerer Einfllisse steuern kdnnen. Zu
den duReren Einfliissen kénnten die Verfiigbarkeit von Ostrogen und weitere extrazellulire
Signale und Stimuli gehoren. Als innere Einflisse fir die GPER Expression kdnnte z.B. das
Gewebealter und das Geschlecht bezeichnet werden %2, Zusitzlich wird eine Ko-Expression

63,102,103

von GPER in Abhangigkeit von ERa vermutet , welche jedoch nicht in allen Studien

bestatigt werden konnte.
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4.3 Die spezifische Aktivierung von GPER hemmt die Viabilitdt und Proliferation von

Mammakarzinomzellen

Die Bedeutung von GPER im Tumorgeschehen wurde bislang kontrovers diskutiert. Es gibt
sowohl Studien, die GPER eine Beteiligung an der Tumorprogression zuschreiben, als auch
Ergebnisse, welche auf eine tumorprotektive Funktion von GPER hindeuten. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die spezifische Aktivierung von GPER in den
untersuchten humanen Mammakarzinomzelllinien eine dosisabhdngige Verminderung der
Zellviabilitat und der Proliferation der Tumorzellen auslost. Damit bestatigen die Ergebnisse
den wachstumsinhibierenden Effekt der GPER Aktivierung, welcher auch in anderen
Krebsarten, wie Prostatakarzinomzellen % und Urothelkarzinomzellen 213, sowie Ovarial- **
und Hodenkarzinomzellen ?** gezeigt werden konnte. Dariiber hinaus stiitzen die
gewonnenen Daten die These beziglich des vorteilhaften Effektes von GPER fiir das

63,104-106

Uberleben von Krebspatientinnen . Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse anderer

Arbeitsgruppen, die einen proliferativen Effekt der GPER Aktivierung in

49,50,66,80,215

Tumorzellen und damit verbunden einen negativen Effekt von GPER fir

. . 4 102,216-21
Tumorpatienten zeigen konnten 64,93,102,216-219

. Bei der Interpretation der Ergebnisse ist
jedoch zu beachten, dass ein Grofteil der Daten, welche einen proliferativen Effekt von
GPER zeigen, mit unspezifischen Liganden wie Ostrogen und Tamoxifen, gewonnen wurden.
Diese unspezifischen Liganden binden neben GPER auch an klassische ERs. In der
vorliegenden Arbeit wurde hingegen der spezifische GPER Ligand G-1 fir die

Rezeptoraktivierung verwendet. Die Wahl der GPER Liganden ist somit eine mogliche

Erklarung kontroverser Resultate.

Neben der Auswahl spezifischer und unspezifischer GPER Agonisten scheint auch die
eingesetzte Konzentration eine entscheidende Rolle fiir die Bewertung der Ergebnisse zu
spielen. Der in dieser Arbeit verwendete GPER Ligand G-1 zeigte im Gegensatz zu den
anfinglichen Daten, wihrend seiner Etablierung als selektiver GPER Agonist 2%, bei
niedrigen Konzentrationen (1 nM — 100 nM) keinen signifikanten Effekt auf die Proliferation
der Mammakarzinomzellen. Bei Erhéhung der Konzentrationen im mikromolaren Bereich

konnte G-1 die Proliferation der Tumorzellen hingegen signifikant verringern. Eine Wirkung

bei Konzentrationen weit ({ber der urspringlich ermittelten Dissoziationskonstante
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88,112,113,220 .
. Die

(Kg = 11 nM) ®® wurde auch von vielen anderen Arbeitsgruppen beobachtet
fir die Stimulation eingesetzte Konzentration von 1 uM G-1 wird daher von den meisten
anderen Arbeitsgruppen verwendet und gilt als eine Art Standardkonzentration fiir die

88201220 7udem scheint die antiproliferative Wirkung von G-1 bei

Aktivierung von GPER
Konzentrationen von 100 nM und hoher unabhangig von der Expression von ERa oder
HER2/neu zu sein *3. Im Gegensatz zu der allgemeinen Giiltigkeit von G-1 als selektiver GPER
Agonist konnte die Aktivierung von GPER Signalwegen mit G-1 in den letzten Jahren von

89,221-223 ' Als ein weiterer Mediator nicht-

mehreren Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden
genomischer Ostrogensignalwege wurde die ER SpleiRvariante ERa36 beschrieben **. ERa36
wird unabhangig von ER exprimiert und konnte sowohl in ER-positiven als auch in ER-

44,224

negativen Mammakarzinomen nachgewiesen werden . Kang und Kollegen zeigten 2010,

dass G-1 eher an ERa36 als an GPER bindet, wodurch nicht-genomische Signalwege aktiviert

werden 2!

. Auch bei der Ausbildung der Resistenz gegen die endokrine Tamoxifentherapie
spielt ERa36 neben GPER #'% eine Rolle ***?**°. Eine Wechselwirkung zwischen beiden

Rezeptoren scheint demnach nicht verwunderlich 227,

Im Jahr 2011 wurde G-15 als selektiver GPER Antagonist entwickelt °*. G-15 ist in der Lage,
spezifisch durch kompetitive Bindung an GPER, intrazelluldre Signale wie die Mobilisierung

60,91,228-230 'y ;rch Vorinkubation

von Kalziumionen und die PI3K Aktivierung zu blockieren
mit G-15 oder dem Einsatz 10-fach hoherer G-15 Konzentrationen konnte der
antiproliferative G-1 Effekt in den Mammakarzinomzellen signifikant verringert, jedoch nicht
vollstandig aufgehoben werden. Zur Kontrolle der Spezifitat des Effektes von G-1 wurden
neben der Verwendung von G-15 die GPER negative humane Nierenzelllinien HEK293 mit G-
1 behandelt und die Expression von GPER in den triple-negativen Zelllinien MDA-MB-231
und MDA-MB-468 mit Hilfe von siRNA herunterreguliert. Die Zelllinie HEK293 exprimiert
weder GPER und ERa, noch ERRB oder die ER SpleiRvariante ERa36 31202203 b3 durch G-1
Stimulation kein inhibitorischer Effekt in HEK293 Zellen zu beobachten war, konnte ein
unspezifischer zytotoxischer Effekt von G-1 ausgeschlossen werden. Die verringerte
Expression von GPER in den beiden Mammakarzinomzelllinien resultierte hingegen in einer
deutlich verringerten Sensitivitdt der Zellen gegeniiber G-1. Obwohl G-1 und G-15 als
spezifische GPER Aktivatoren/Inhibitoren etabliert und anerkannt sind, gibt es jedoch auch

kontrare Ergebnisse, die den Effekt von G-1 als unabhdngig von GPER beschreiben 89,222,223
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In dieser Studie zeigten alle vier Mammakarzinomzellinien eine unterschiedliche Sensitivitat
gegeniliber G-1. Anhand einer einfachen Korrelation lie8 sich ein linearer Zusammenhang
zwischen dem GPER Proteinlevel und der ECsg Konzentration von G-1 vermuten. Dieser
scheint abhingig vom Ostrogengehalt im Medium zu sein. Wihrend die G-1 ECsg
Konzentration in hormonfreiem Medium positiv mit der relativen GPER Proteinmenge in den
Zellen korreliert, scheint die Anwesenheit von Ostrogen in normalem Zellkulturmedium die
Sensitivitat gegen G-1 leicht zu senken. Ostrogen ist ein Ligand und Agonist von GPER und
konkurriert mit G-1 um die Bindung an den Rezeptor, wodurch sich die Sensitivitat
gegeniber der spezifischen GPER Aktivierung mit G-1 verandern kann. Zudem ist bekannt,
dass ERa durch Ostrogen lber eine Art negativen Feed-back-Regulationsmechanismus
herunterreguliert wird, um eine Uberreaktion der Zellen zu vermeiden **'. Dabei ist es nicht
unwahrscheinlich, dass auch die GPER Expression negativ an seine Liganden E; oder auch G-1
gekoppelt ist. MCF-7 war die einzige der vier Zelllinien mit ERa Expression. Durch
Hormonentzug im Medium zeigten diese Zellen eine, im Vergleich zu Normalmedium, um 80
% verminderte Proliferation und waren wesentlich weniger sensitiv gegenliber G-1 als die
drei anderen ERa negativen Zelllinien. Diese Beobachtung konnte auch von einer anderen

Arbeitsgruppe gemacht werden 113

. Der negative Effekt von G-1 auf die Viabilitat und die
Proliferation der Mammakarzinomzelllinien tritt jedoch sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit von Ostrogen im Kulturmedium auf. Diese Unabhingigkeit von Ostrogen im

Medium konnte auch von anderen Forschergruppen beobachtet werden 8%!131%°,

4.4 Andauernde GPER Aktivierung hemmt den Zellzyklus von Mammakarzinomzellen in

der Mitosephase

In der vorliegenden Arbeit zeigten die Mammakarzinomzelllinien nach spezifischer
Aktivierung von GPER mit G-1 neben der verminderten Proliferation auch einen
Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase. Ein Arrest in der G;-Phase oder wahrend der DNA
Replikation in der Synthesephase, wie von Ariazi und Kollegen und der Arbeitsgruppe von

& und murinen bEnd.3

Nilsson und Mitarbeitern nach G-1 Behandlung von MCF-7 Zellen ®
Endothelzellen ** beobachtet, konnte in den durchgefiihrten Versuchen nicht bestétigt

werden. Da anhand der durchflusszytometrischen Analyse, bei der der DNA-Gehalt der
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Zellen ausschlaggebend fir die Einordnung der Zellen in die Zyklusphasen ist, keine
Unterscheidung der Zellen zwischen G,- und M-Phase moglich war, wurden zur genaueren
Betrachtung des Zellzyklusarrestes die Kontrollproteine Cyclin B1 und CDK1 bestimmt. Cyclin
B1 ist ein G,/M-Phase spezifisches Cyklin. Es wird verstarkt in der G,-Phase gebildet, um

182 Beide Proteine

durch Aktivierung von CDK1 den Ubergang in M-phase zu gewihrleisten
sind somit fiir den Ubergang von der G, in die M-phase verantwortlich. Sowohl Cyclin B1 als
auch CDK1 waren in den G-1 behandelten MCF-7 und SKBr-3 Zellen, nach zuerst verstarkter
Expression nach 24 h, nach 48 h deutlich herabreguliert. Die verringerte Expression von
Cyclin B1 und CDK1 nach G-1 Behandlung konnte von anderen Gruppen auch fir
Prostatakarzinom- ° und ER-negative Brustkrebszellen 291 sowie von unserer Arbeitsgruppe
und einer weiteren Arbeitsgruppe fiir Ovarialkarzinomzellen 109,220 bestatigt werden. Im
Allgemeinen deutet eine verringerte Cyclin B1/CDK1 Expression auf einen Zellzyklusarrest in
der G,-Phase hin. Erhéhte Proteinlevel der Proteine hingegen sind ein Zeichen fiir einen

232 Auch Chan und Kollegen werteten die verringerte Expression

Arrest in der Mitosephase
der beiden G,/M-Kontrollproteine als Zellzyklusarrest in der G,-Phase, da es laut ihrer Daten
gar nicht erst zu einem Anstieg von Cyklin B1 und CDK1 kam und die Zellen somit den G,/M-
Kontrollpunkt nicht passieren konnten © Im Gegensatz dazu kann eine anfanglich erhéhte
Expression von Cyclin B1 und CDK1 auch zu einem Zellzyklusarrest in der Mitosephase
fliihren. Die verringerte Expression der Kontrollproteine nach langerer G-1 Stimulation wiirde
damit auf einen bereits stattgefundenen Ubergang der Zellen in die Mitosephase deuten, da
zu diesem Zeitpunkt Cyclin B1 und CDK1 nicht mehr exprimiert werden. Dieser Effekt wurde
bereits flr zwei Mikrotubuliinhibitoren (Taxol und Nocodazol) gezeigt >3 Ein Zellzyklusarrest
von Mammakarzinom - und Ovarialkarzinomzellen durch G-1 in der Mitosephase wurde auch

109201220 " pariiber hinaus zeigte eine kiirzlich

von anderen Laboren nachgewiesen
veroffentlichte Studie von Mori und Kollegen den antiproliferativen Effekt von G-1 auch in

Endometriumzellen von Endometriosepatientinnen 234,

Die beiden triple-negativen Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468 zeigten hingehen
keine Unterschiede in den Expression von Cyclin B1 und CDK1, was einen Einfluss von GPER
beim Passieren des G,/M-Kontrollpunktes in diesen Zelllinien widerlegt und auf einen
unterschiedlichen Einfluss von GPER in den verschiedenen Zelllinien deutet. Begriindet wird

dies aller Wahrscheinlichkeit nach durch die unterschiedliche Expression der verschiedenen
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Ostrogenrezeptoren in den einzelnen Zelllinien. Das Zusammenspiel und die Abhingigkeit
der einzelnen Rezeptoren sind jedoch noch weitgehend unbekannt und stellen einen

wichtigen Ansatzpunkt fiir zuklnftige Forschungsvorhaben dar.

Eine endglltige Bestatigung des Zellzyklusarrestes in der M-phase konnte in der
vorliegenden Arbeit durch die Analyse der Phosphorylierung von Histon H3 erbracht werden.
Die Histon H3 Phosphorylierungen an den Aminosaduren Serin 10, Serin 28 und Threonin 11
sind eng mit der Chromosomenkondensation in der Mitose und Meiose verbunden 2 und
dienen damit als Indikator fiir den Eintritt der Zellen in die Mitosephase **>. Die Behandlung
aller vier Mammakarzinomzellen mit G-1 fihrte zu einem signifikanten Anstieg der
Expression von phosphoryliertem Histon H3 (Serin 10). Da fir einen Fortlauf der Mitose eine
Dephosphorylierung von Histon H3 nétig ware, kommt es dann in der Prophase der Mitose
zu einem Zyklusarrest der GPER aktivierten Zellen. Unterstiitzend zu diesen Daten konnten
Wang und Kollegen anhand mikroskopischer Aufnahmen von Ovarialkarzinomzellen zeigen,
dass G-1 behandelte Zellen bereits kondensierte Chromosomen, eine aufgeldste
Kernmembran sowie einwandernde Mikrotubuli aufwiesen. Zusatzlich wurde beobachtet,
dass sich die Spindelfasern nicht angemessen ausbilden und sich die Chromosomen nicht

220

richtig an der Metaphasen-Platte anordnen ““". Dies bestatigt den Eintritt der Zellen in die

Mitose und den Zellyklusarrest wahrend der Teilung der Zellen.

Mogliche Erkldarungen fir den negativen Effekt von G-1 auf die Zellproliferation kdnnen zum
einen die kontinuierlichen Kalziumionenausschiittung ins Zytosol und zum anderen eine tber
langere Zeit erhohte Menge von aktiviertem Erk1/2 durch Stimulierung von GPER sein.
Sowohl die intrazelluldre Kalziumionenmobilisierung als auch die Aktivierung von Erk1/2

50-52

durch GPER wurden bereits beschrieben Ein dauerhaft erhohtes Level an

intrazellularem Kalzium inhibiert das Zellwachstum sowie den Zellzyklus und induziert die

236 Dariiber hinaus kénnte die Induktion von Stressreaktionen des

Apoptose der Zellen
endoplasmatischen Retikulums durch GPER eine mogliche Ursache fiir den antiproliferativen
Effekt von G-1 sein. Kiirzlich konnte eine Arbeitsgruppe zeigen, dass neben den klassischen
Ostrogenrezeptoren ERa und B auch GPER an der zytoprotektiven Wirkung von E, gegen

Stressreaktionen des endoplasmatischen Retikulums beteiligt ist 2*’.
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Ebenso scheint die Aktivierung von Erk1/2 infolge der GPER Aktivierung entscheidend fir
den Effekt der GPER Stimulierung zu sein. Bereits Mitte der 1990er Jahre konnte in diesem
Zusammenhang gezeigt werden, dass eine kurzzeitige Erk1/2 Aktivierung zur Proliferation
und zum Uberleben der Zelle fiihrt. Eine dauerhaft anhaltende Aktivierung von Erk1/2 im
Zellkern hat jedoch antiproliferative Signale und die Apoptose der Zelle zur Folge ****°. Fir
diesen Regulationsmechanismus spricht, dass bei den SKBr-3 Zellen nach G-1 Stimulation
anfanglich ein erhohtes Cyclin B1/CDK1 Level zu detektieren war, nach weiterer Stimulation
dieses jedoch in das Gegenteil kippte und beide Regulationsproteine in G-1 behandelten

Zellen kaum noch nachweisbar waren.

4.5 Der durch die anhaltende Aktivierung von GPER induzierte Zellzyklusarrest in der

Mitosephase fiihrte zur Apoptose der Mammakarzinomzellen

Die Auslosung der Apoptose von Tumorzellen ist ein wichtiger und gewilinschter
therapeutischer Effekt von Antitumormedikamenten bei der Behandlung von Krebs. Dabei

stellt die Induktion des intrinsischen Apoptosewegs durch einen Zellzyklusarrest in der G,/M-

240

Phase einen bekannten Regulationsmechanismus von Tumorzellen dar “*. Die in dieser

Arbeit gewonnenen Daten zeigen nach GPER Aktivierung sowohl einen erhéhten Anteil an
Zellen mit verringertem DNA Gehalt, was auf den typischen DNA Abbau wahrend der
Apoptose hindeutet, als auch die Aktivierung der Apoptose auslosenden Effektorscaspase-3.
Dariber hinaus konnten zwei weitere Arbeitsgruppen kurz nach der Publikation dieser Daten

die Induktion der Apoptose durch GPER Aktivierung in ERa negativen SKBr-3

201,241

Brustkrebszellen bestatigen . Wei und Kollegen zeigten die Herunterregulierung des

antiapoptotischen Regulators Bcl-2 und eine verstarkte Expression der proapoptotsichen

201

Proteine Bax und BimS in G-1 stimulierten SKBr-3 Zellen =, Als auslosenden Signalweg

vermuteten Chimento und Kollegen wiederum eine verstarkte und anhaltende Aktivierung

von Erk1/2, welche nicht nur zum Zellzyklusarrest, sondern auch zur Apoptose der SKBr-3

241

Zellen nach GPER Aktivierung fiihrte “". Eine weitere mogliche Ursache der Apoptose kann

die verlangerte Verweildauer der Zellen in der Mitosephase infolge einer durch G-1

220

induzierten gestdrten Mikrotubiliaktivitat sein . Die Induktion der Apoptose durch eine

falsche Mikrotubilifunktion wurde bereits fiir bekannte Mikrotubuliinhibitoren gezeigt **>.
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Obwohl MCF-7 Zellen aufgrund einer 47 Basenpaar grofRen Deletion im dritten Exon des
Casapse-3 Gens keine Caspase-3 exprimieren 6 konnten nach G-1 Stimulierung
apoptotische Zellen mit Hilfe der Annexin V Farbung nachgewiesen werden. Dass die
Apoptose durch verschiedene Substanzen und Bedingungen in MCF-7 Zellen ohne Caspase-3

Expression ausgeldst werden kann, ist bekannt %%

. Zudem wurde bereits ein Caspase-3
unabhangiger Apoptoseweg anhand der sequentiellen Aktivierung von Caspase-9, -7 und -6
in MCF-7 Zellen beschrieben ?**. Eine zentrale Rolle bei der Regulierung der Caspase-

unabhangigen Apoptose spielt das Protein AIF 162

. Durch einen apoptotischen Stimulus wird
AIF von den Mitochondrien freigegeben und gelangt in den Zellkern, wo es die
Chromosomenkondensation unabhangig von Caspasen auslost. Beim Passieren des
mitochondrialen Intermembranraums wird eine AIF Signalsequenz abgeschnitten %4 Durch
den Verlust dieser Sequenz koénnen die aktivierte und nicht aktivierte Form von AIF
voneinander unterschieden werden. Wang und Kollegen konnten die Translokation von AIF
in den Nukleus von IGROV-1 Ovarialkarzinomzellen nach GPER Aktivierung zeigen 220 In der
vorliegenden Arbeit konnte zwar die Expression von AIF in MCF-7 Zellen nachgewiesen
werden, jedoch war die Proteinexpression der kiirzeren, aktiven Form nicht nachweisbar.
Dieses Ergebnis spricht gegen die These eines Caspase-unabhangigen Apoptosewegs in MCF-
7 Zellen. Die unterschiedlichen Signalwege lassen vermuten, dass die Aktivierung von GPER

mit G-1 abhadngig vom Zelltyp sowohl die Caspase-abhdngige als auch die Caspase-

unabhangige Apoptose von Tumorzellen auslosen kann.

4.6 Tumorsuppressor p53 wird als down-stream Mediator von GPER aktiviert

Eine regulatorische Verbindung zwischen Ostrogenrezeptoren und dem Transkriptionsfaktor
und Tumorsuppressor p53 ist bekannt. Bereits 2004 konnte die Regulation der ERa
Expression durch p53 in MCF-7 Zellen nachgewiesen werden 2% Dartber hinaus zeigten
Berger und Kollegen, dass auch ERa als nukledrer Transkriptionsfaktor die Expression von

p53 und seinen Effektoren MDM2 und p21 induzieren kann 246,

In der vorliegenden Arbeit konnte zum einen eine verstarkte p53 Proteinexpression in allen
untersuchten Mammakarzinomzelllinien nach GPER Aktivierung nachgewiesen werden. Eine

mogliche Ursache dafilir ist die durch GPER induzierte intrazellulare Mobilisierung von
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Kalziumionen, welche lber den kalziumabhangigen Transkriptionsfaktor CREB (engl. cCAMP-
response-element binding protein) die Induzierung des Tumorsuppressors p53 und dadurch

247

einen Zellzyklusarrest bewirkt “**. Eine p53 Mobilisierung und nukledre Translokation nach

G-1 Behandlung von Tumorzellen konnte auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt

werden 88201

. Zum anderen zeigten die Tumorzellen Verdanderungen der GPER Expression
infolge radioaktiver Strahlenbehandlung. Eine strahleninduzierte Expression ist ein
charakteristisches Merkmal von Tumorsuppressorgenen 2*®. Dartiber hinaus sind durch
Bestrahlung und die daraus resultierenden Strangbriiche in der DNA Schlussfolgerungen
beziglich einer moglichen Verbindung von GPER und p53 mdglich. Auffallend war dabei die
unterschiedliche GPER Expression infolge der Strahlenbehandlung zwischen den triple-
negativen Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468 sowie der ERa positiven Zelllinie MCF-7.
Wahrend die beiden TNBC Zelllinien mit einer dosisabhangigen Erhohung der GPER
Expression auf die Bestrahlung reagierten, zeigten MCF-7 Zellen eine verringerte GPER
MRNA Expression. Eine verringerte Proteinexpression von p53 in MCF-7 Zellen kehrte den

Phanotyp der GPER Expression jedoch um, sodass die MCF-7-p53 neg Zellen dhnlich wie
MDA-MB-231 und MDA-MB-468 Zellen auf die Bestrahlung reagierten.

Im Gegensatz zu MCF-7 Zellen (wtp53, Wildtyp p53) weisen die beiden TNBC Zelllinien
Mutationen im p53 Gen auf (mtp53, mutiertes p53), wodurch p53 in diesen Tumorzellen

nicht funktionsfahig ist (loss-of-function Mutation) und sogar gegensatzliche Funktionen des

249

Transkriptionsfaktors (gain-of-function Mutation) beschrieben wurden “*. Besonders unter

den sehr heterogenen triple-negativen Tumoren stellt die Mutation von p53 die einzige

250

genetische Veranderung dar, welche in der Mehrheit aller TNBC zu finden ist ©>". Bei den

beiden Mutationen in MDA-MB-231 und MDA-MB-468 handelt es sich um Missense-
Mutationen in der p53 DNA-Bindedomine . Durch Basenaustausch kommt es hierbei zu
einer modifizierten Aminosauresequenz (MDA-MB-231 R280K; MDA-MB-468 R273H) und

daraus resultierend zu einer veranderten Transkription infolge veranderter Bindung von p53

251,252

an die p53 Responseelemente in der DNA . Beide Mutationen gehoren zu den haufig

auftretenden p53 Mutationen und wurden bereits als Ausldser flir onkogene Funktionen von

253,254

p53 beschrieben . Bei TNBC tritt die Funktionsveranderung infolge einer Mutation im

p53 Gen besonders haufig auf, wodurch diese Tumore aggressiver sind und mit einem

255,256

erhohten Metastaserisiko einhergehen . Da die Verringerung von wtp53 in MCF-7
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Zellen in einem, die GPER Expression betreffend, ahnlichem Phanotyp resultiert, kann
vermutet werden, dass die beiden Missence-Mutationen in den TNBC Zelllinien keinen
zusatzlichen Einfluss auf die GPER Expression besitzen. Durch die Mutationen kommt es
jedoch zu einem Funktionsverlust von p53, da mtp53 die Expression von GPER nach
Bestrahlung nicht wie wtp53 gegenreguliert. Des Weiteren verstarkte G-1 die Expression von
p53 in den Zelllinien unabhangig davon, ob eine Mutation im Gen vorliegt. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass es eine gegenseitige Regulation der Expression von p53 und GPER
gibt: Die Aktivierung von GPER erhoht der Expression von p53, woraufhin p53 GPER
herunterreguliert. Im Falle eines nicht funktionsfahigem mtp53 bleibt die GPER Expression
auf einem hohen Niveau, alternative Stoffwechselwege werden aktiviert und induzieren die

Apoptose der Zellen.

4.7 Die globale DNA-Demethylierung in Mammakarzinomzellen fiihrte zu einem

verstarkten Effekt der GPER Aktivierung

Nachdem in dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass die Aktivierung von GPER die
Proliferation von Mammakarzinomzellen durch einen Zellzyklusarrest und die Induktion der
Apoptose hemmt, wurde im zweiten Teil der vorliegenden Dissertation der Einfluss einer
potentiellen DNA Methylierung des GPER Promotors untersucht. Eine solche spezifische
Hypermethylierung von CpG-reichen DNA Sequenzen in den Promotorbereichen zahlt, wie
auch die globale Methylierung von Genbereichen, zu den wichtigen Merkmalen von

257
Tumoren >

. Wahrend die globale Methylierung jedoch mit einer Instabilisierung der
Chromosomen und der Aktivierung von Onkogenen einhergeht, fiihrt die lokale
Methylierung zur transkriptionalen Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Damit stellt
die lokale Methylierung als epigenetische Modifikation, neben anderen genetischen und
epigenetischen Regulationsmechanismen, eine ursachliche Méglichkeit flir eine Abnahme
der Expression des betreffenden Proteins dar 2°%. Fiir das Mammakarzinom konnten bereits

135-137,259,260

eine Vielzahl von methylierten Genen nachgewiesen werden . Das ERa Gen ist

dabei eins der wichtigsten Gene, die im Mammakarzinom methyliert sein kénnen **’. In rund
der Halfte aller primdaren Mammakarzinome und tiber 70 % der ERa negativen Brusttumore

261

wurde eine Methylierung der 5'-Region des ERa Promotors nachgewiesen “°". Im Gegensatz
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zu genetischen Mutationen, welche irreversibel sind, ist es moglich, epigenetisch stillgelegte
Gene wieder zu aktivieren. Auf Basis verschiedener Mechanismen konnten daraufhin schon
eine Reihe von neuen Medikamenten der , epigenetischen Therapie” fiir die Behandlung von

bosartigen Erkrankungen entwickelt werden 127

. Da Methylierungen oft sehr frih in der
Tumorentstehung auftreten, kdnnen potentielle Methylierungsmarker auch zur frihen
Diagnose von Krebs beitragen und fir die Abschatzung der Prognose fiir die Patientin von
Bedeutung sein. Erst vor kurzem fiihrte eine genomweite Sequenzierung des Methyloms
TNBC DNA zur Identifikation von 17 TNBC-spezifischen DNA Bereichen mit veranderter

Methylierung, welche einen Einfluss auf das Uberleben der Patienten zu haben scheinen 2%

Wir und andere Arbeitsgruppen konnten die signifikante Abnahme der GPER Expression
wahrend der Tumorprogression von Brust- und Ovarialkarzinomen zeigen 103,106,109,263
Dariiber hinaus konnte in Tumorproben von Mammakarzinomen eine, im Vergleich zu
gesundem Brustgewebe derselben Patientin, verringerte GPER Expression nachgewiesen

werden 1%,

Auch fir das Endometriumkarzinom wurde in einer groBen Studie eine
Korrelation zwischen einer geringen GPER Expression in Tumoren und einem schlechteren
Uberleben der Patientinnen nachgewiesen 64 Eine Ursache der verinderten GPER
Expression war bislang nicht bekannt. Da bisher keiner der bekannten GPER SNPs mit einer
Krankheit assoziiert werden konnte, lag die Vermutung einer epigenetischen Regulierung der

GPER Expression nahe.

Fir die Untersuchung einer potentiellen Methylierung von GPER wurden die
unterschiedlichen Mammakarzinomzelllinien mit dem Demethylierungsreagenz Aza
behandelt. Als Analogon von Desoxycytidin flihrt Aza durch verschiedene Mechanismen, wie
der Inhibierung und Degradierung der DNA-Methyltransferse-1 zur Demethylierung der

266

DNA 1328 Erstmalig wurde Aza 1964 von Piskala und Sorm synthetisiert *®°. Jedoch wirkt

dieser Inhibitor der DNA-Methyltranserase nur in  niedriger Dosis als

Demethylierungreagenz. Hohe Dosen sind dagegen zytotoxisch 2%

. Da fir die Behandlung
von soliden Tumoren hohere Dosen Aza nétig waren, ist ein Einsatz dieser Substanz bei
soliden Tumoren aufgrund der hohen Toxizitdt gegen normale Kérperzellen nicht moglich 268,
Eine Kombinationstherapie mit Substanzen wie Aza, die die ausgeschalteten

Tumorsuppressoren reaktivieren und anderen Chemotherapeutika, konnte jedoch ein
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vielversprechender therapeutischer Ansatz sein 267

. In der vorliegenden Arbeit wurde zum
einen gezeigt, dass eine niedrige, nicht toxische Konzentration von Aza (5uM) die Expression
von GPER in allen vier Mammakarzinomzellen erhdht. Diese Dosis wurde auch von einer
anderen Arbeitsgruppe als angemessene niedrige Dosis flr in vitro Versuche mit
Mammakarzinomzellkulturen verwendet *®°. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte auch zeigen,
dass niedrige Aza Konzentrationen keine zytotoxischen Auswirkungen auf die nicht-

tumorigenen Brustzelllinie MCF10A besitzen *’°, was einen Einsatz von niedrigen Dosen Aza

in der Tumortherapie moéglich erscheinen lasst.

Darlber hinaus wurde zum anderen ein synergistischer Effekt von Aza und G-1 bei der
Behandlung der Tumorzellen nachgewiesen. Dieser sich gegenseitig verstarkende Effekt
beider Substanzen kdnnte durch die erhéhte GPER Expression durch Aza begriindet werden,
wodurch eine Aktivierung von GPER mit G-1 einen verstarkten Effekt auf die Tumorzellen
hat. Die Demethylierung des GPER Promotors durch Aza konnte mit Hilfe der MSP in allen
vier Zelllinien bewiesen werden. Da Aza jedoch das gesamte Genom demethyliert, ist nicht
auszuschlieBen, dass weitere vorher methylierte und durch Aza reaktivierte
Tumorsuppressorgene an der Vermittlung des Effektes von Aza und G-1 beteiligt sind. Auch
die Expression von ERa wird durch Aza beeinflusst. Zeng und Kollegen konnten in ER
positiven MCF-7 und T47D Brustkrebszellen nach Aza Behandlung eine Abnahme der ERa
Proteinmenge in den Tumorzellen zeigen. In ER negativen Zelllinien hingegen bewirkte Aza

2’1 Einen besonderen Stellenwert scheint die DNA

eine Verstarkung der ERa Expression
Methylierung in den TNBC Zelllinien zu haben. Sowohl der Effekt von Aza alleine als auch der
synergistische Effekt von Aza und G-1 waren in den beiden TNBC Zelllinien MDA-MB-231 und
MDA-MB-468 wesentlich starker ausgepragt als bei MCF-7 und SKBr-3. Aza und G-1 wirken
durch verschiedene Mechanismen, wie der Induktion von Zellzyklusarrest und Apoptose,
inhibierend auf die Proliferation von Tumorzellen. Es ist bekannt, dass Aza durch
Veranderung der Expression von Cyklinen und abweichende Methylierung von Genen, die in
die Apoptose involviert sind, einen Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase sowie Apoptose

. 2722
auslésen kann 272774,

Demzufolge ist eine kombinierte Therapie aus G-1 und DNA-
Methyltransferaseinhibitoren wie Aza gerade fiir Patientinnen mit TNBC eine mdgliche neue

Therapiestrategie.
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4.8 Die Promotormethylierung von GPER beeinflusst die Expression von GPER im

Mammakarzinom

In dieser Arbeit konnte im Rahmen einer Studie mit 260 Brustkrebspatientinnen eine
signifikante Korrelation zwischen der Methylierung des GPER Promoters und der GPER
Proteinexpression gezogen werden. Die GPER Methylierung korreliert dabei mit einer
verringerten GPER Expression. Damit liefern diese Daten nach den ersten in vitro
Ergebnissen den Beweis, dass die Promotormethylierung ein wichtiger und wesentlicher
epigenetischer Prozess ist, durch den die Expression von GPER im Mammakarzinom
beeinflusst werden kann. Eine verringerte Expression von Tumorsuppressoren durch
Hypermethylierung der Promotorbereiche der Gene ist eine bekannte Eigenschaft von
Tumorzellen wahrend des Voranschreitens der Tumorprogression und bekraftigt den

Stellenwert von GPER als Tumorsuppressor.

Ubereinstimmend mit anderen Studien zur GPER Expression im Mammakarzinom, zeigten

gut 50 % der analysierten Tumorproben eine positive Expression von GPER 1027104106107

m
Gegensatz dazu ist GPER in gesundem, nicht tumorigenen Brustgewebe ubiquitar exprimiert.
Klrzlich veroffentlichten Broselid und Kollegen eine Studie in der sie zeigen konnten, dass
die GPER Expression ein unabhdngiger prognostischer Marker fiir ein verbessertes
krankheitsfreies Uberleben von ERa-positiven Brustkrebspatientinnen ist %3 Dazu passend
konnte unsere Arbeitsgruppe eine verringerte GPER Expression im Mammakarzinom mit
einem aggressiveren Tumorverhalten sowie einer schlechteren Prognose assoziieren 106 Mt
dem Nachweis der GPER Promotormethylierung als eine Ursache fiir eine verringerte GPER

Expression im Mammakarzinom ist ein moglicher Regulationsmechanismus der GPER

Expression gefunden worden.

Die meisten Studien zur Expression von GPER zeigten eine positive Korrelation der

63,88,102,103,106 nyias wiirde im Umkehrschluss auf eine erhéhte

Expression von GPER und ERa
Methylierungsrate in ERa-negativen Mammakarzinomen hindeuten. Leider konnte anhand
der 260 analysierten Tumorproben keine signifikante Korrelation des GPER
Methylierungsstatus mit ERa und weiteren Tumorparametern gefunden werden. Auch
beziiglich der 5-Jahres-Uberlebensraten von Patientinnen mit methylierter und nicht-

methylierter GPER Gensequenz konnte in dieser Studie kein signifikanter Unterschied gezeigt
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werden. Jedoch scheint die GPER Promotormethylierung, gerade in den ersten drei Jahren

nach Diagnose, einen leicht negativen Einfluss auf das Uberleben zu haben.

Da die in vitro Daten dieser Dissertation einen besonders starken Effekt des
Demethylierungsreagenz Aza in TNBC Zelllinien zeigten und GPER als potentieller
Angriffspunkt fiir Therapien in dieser sonst nicht auf eine endokrine Therapie reagierenden
Tumorart dienen kdnnte, wurde gezielt nach dem Einfluss der GPER Methylierung in Proben
von TNBC Patientinnen geschaut. Mit rund 30 % lag der Anteil an TNBC Patientinnen in der
Studie leicht tiber dem durchschnittlichen Wert von 15 — 20 % *®%. In der Gruppe der TNBC
Patientinnen korrelierte die GPER Hypermethylierung und daraus resultierend auch eine
verringerte GPER Proteinexpression mit einer signifikanten Verringerung des
Gesamtiiberlebens. Zusatzlich wurden mehr Tumorriickfdlle in der Gruppe der GPER
methylierten TNBC Patientinnen gefunden. Es scheint als sei die Expression von GPER ein
guter prognostischer Faktor und potentieller Angriffspunkt neuer Therapien fir TNBC
Patientinnen. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen stehen Studien, die die Expression von
GPER als negativen prognostischen Faktor in TNBC beschrieben 29?2 Dije
unterschiedlichen Ergebnisse zur Bedeutung von GPER in TNBC zwischen den hier
dargestellten Daten zur Methylierung und den Daten zur Expression von GPER in anderen
Studien machen deutlich, dass GPER gerade bei triple-negativem Brustkrebs eine
entscheidende Rolle zu spielen vermag. Denn aufgrund des Verlustes der klassischen
Hormonrezeptoren ERa und PR sowie des Wachstumsfaktorrezeptors HER2/neu in triple-

negativen Tumoren ist GPER der relevante Mediator der Ostrogenaktivitat.

4.9 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Dissertation konnte die Bedeutung von GPER als Tumorsuppressor im
Mammakarzinom bestédtigt werden. Die Arbeit tragt damit entscheidend zum besseren
Verstandnis der molekularen Stoffwechselwege von Ostrogen bei. Dariiber hinaus liefert sie
einen neuen Ansatzpunkt fir die Therapie des Mammakarzinoms. Zusammengefasst wurden
folgende Erkenntnisse gewonnen: 1.) Die untersuchten Mammakarzinomzellen wiesen eine
unterschiedliche GPER Proteinexpression auf. 2.) Auch bei geringer GPER Expression

bewirkte die spezifische Stimulation von GPER einen Zellzyklusarrest in der Mitosephase und
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die Induktion der Apoptose der Zellen, was sich in einer verminderten Proliferation der
Tumorzellen zeigte. Dabei schien die Sensitivitat der Zellen gegenliber der GPER Aktivierung
abhingig von der zellspezifischen Expression des klassischen ERa, sowie dem Ostrogengehalt
in der Umgebung. 3.) Als Ursache fiir eine verringerte GPER Expression in Brusttumoren,
verglichen zu gesundem Brustgewebe, konnte erstmalig die DNA Methylierung des GPER
Promotors gezeigt werden. 4.) Es wurde eine besondere Relevanz der GPER
Hypermethylierung fiir Patientinnen mit TNBC nachgewiesen. TNBC Patientinnen mit einer
GPER Promotormethylierung zeigten gegeniber Patientinnen ohne Methylierung ein
schlechteres Uberleben. Weitere klinische Studien sind jedoch erforderlich, um die GPER
Promotormethylierung als wichtigen Einflussfaktor im triple-negativen Mammakarzinom zu
bestatigen. Gerade fiir diese Patientinnen, flr die bislang keine spezifischen endokrinen
Therapiemoglichkeiten verfligbar sind, geben neue Behandlungsansitze wie eine

zielgerichtete Therapie anhand des GPERs Hoffnung auf eine groRere Uberlebenschance.
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5 Zusammenfassung

Der G-Protein gekoppelte Ostrogenrezeptor (GPER) spielt neben den klassischen
Ostrogenrezeptoren eine Rolle bei der Entstehung und dem Voranschreiten von
hormonempfindlichen Tumoren. Da die bisherigen Ergebnisse beziiglich der GPER Funktion
im Tumorgeschehen des Mammakarzinoms kontrovers diskutiert wurden, war das Ziel
dieser Dissertation die Bedeutung dieses Ostrogenrezeptors im Mammakarzinom in
weiteren Details zu untersuchen. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden in vitro Versuche mit
Mammakarzinomzelllinien durchgefiihrt, die eine unterschiedliche Expression von
Hormonrezeptoren und dem HER2/neu Rezeptor zeigten. Die spezifische Aktivierung von
GPER verringerte die Proliferation der Tumorzellen, sowohl durch einen Zellzyklusarrest in
der Mitosephase als auch durch die Induktion der Zellapoptose. Diese Daten bestatigen die
anti-proliferative Funktion von GPER im Tumorgeschehen des Mammakarzinoms und deuten
auf eine Funktion des Rezeptors als Tumorsuppressor. Da in einer vorausgegangenen Studie
unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass die GPER Proteinexpression in
Tumorgewebe von Brustkrebspatientinnen, verglichen zu gesundem Brustgewebe, abnimmt,
wurde im zweiten Teil dieser Arbeit eine potentielle Methylierung des GPER Promotors
untersucht. Durch Anwendung einer methylierungsspezifischen PCR konnte erstmalig
gezeigt werden, dass die Promotorregion von GPER in Tumorgewebe methyliert ist. Analysen
in  Tumorproben zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen der GPER
Methylierung und der Proteinexpression des Rezeptors im Gewebe und lieferten damit eine
plausible Erklarung fiir die unterschiedliche Expression von GPER beim Mammakarzinom im
Vergleich zu dem normalen Brustgewebe. Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse
tragen maligeblich zum besseren Verstiandnis der Bedeutung und der molekularen
Regulation von GPER im Mammakarzinom bei und liefern mit der Identifizierung der DNA
Methylierung einen Mechanismus zur Regulierung der GPER Expression. In diesem
Zusammenhang stellt GPER, besonders fir Patientinnen mit triple-negativem
Mammakarzinom, die aufgrund fehlender Hormonrezeptoren nicht von den klassischen
adjuvanten Therapien profitieren, neue Denkanst6Re zur Behandlung des Mammakarzinoms

dar.
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6 Summary

Together with the nuclear estrogen receptors (ERa and ERPB), the G-protein coupled estrogen
receptor (GPER) plays an important role in the development and progression of hormone-
dependent tumors. Contradictory results were published in the last years regarding the role
of GPER in tumor biology. Thus, the aim of this study was to investigate the function of GPER
in breast cancer and to understand the mechanisms underlying its effects. Using breast
cancer cell lines with different expression pattern of hormone receptors we observed a
decreased proliferation of tumor cells upon specific GPER stimulation. GPER-activated cancer
cells showed also cell cycle arrest in mitosis as well as increased apoptosis. As the GPER
protein expression was shown to be diminished in tumor breast tissue compared to normal
breast tissue we next analyzed the methylation state of the GPER promotor to assess a
potential regulatory mechanism. We identified a CpG island in DNA sequence in the GPER
promotor region. Additionally, we demonstrated an association between the GPER promotor
methylation and GPER protein expression which may provide an explanation for the varying
GPER protein expression in tumor tissue and during breast cancer progression. For patients
with triple-negative breast cancer, methylation of the GPER promotor seems to have a
negative impact on the overall survival. The data obtained during this PhD thesis contributes
to a better understanding of the GPER function and its molecular regulation. We propose an
anti-proliferative function of GPER on breast cancer cells and suggest this receptor as a
potential new tumor suppressor. By identifying the DNA methylation pattern of the GPER
promotor, we uncover a new regulatory mechanism for the GPER expression. Particularly for
patients with triple-negative breast cancer, who do not benefit from available endocrine

breast cancer therapies, GPER may represent a potential new target for cancer therapy.
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