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Referat 

Das Mammakarzinom ist weltweit die häufigste Krebserkrankung bei Frauen. Basierend 

auf immunhistochemischen Kriterien oder Genexpressionsanalysen kann eine 

Einteilung in verschiedene Subtypen erfolgen. Die unterschiedlichen Eigenschaften der 

Subtypen bedingen verschiedene therapeutische Strategien. Die Entwicklung von 

Resistenzen ist jedoch ein limitierender Faktor des Behandlungserfolges. Das Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, sechs unterschiedliche Mammakarzinomzelllinien 

hinsichtlich ihrer Resistenzentwicklungen gegen das Antiöstrogen Fulvestrant zu 

untersuchen. Außerdem sollte der Einfluss stromaler Zellen für die Entstehung von 

Resistenzen untersucht werden. 

Es wurden Wachstumsanalysen, sowie Protein- und Genanalysen mit konditioniertem 

Medium Carcinom-assoziierter Fibroblasten durchgeführt. 

Bei MCF-7-Zellen wurde gezeigt, dass sezernierte Faktoren stromaler Zellen die 

Tumorzelle gegen Fulvestrant desensibilisieren können, indem die IGFBP5-Expression 

gesenkt und dadurch die Bcl-3-Expression erhöht wird. Zellen des Tumorstromas 

können eine proliferationsfördernde oder eine proliferationshemmende Wirkung auf 

Tumorzellen haben. Das Protein Bcl-3 beeinflusst das Wachstum sowie die 

Resistenzentstehung bei Tumorzellen (Leyh 2015).  

Bcl-3 konnte bei einigen Zelllinien durch CAF-CM gesteigert werden. Gleichzeitig 

konnte durch CAF-CM das IGFBP5-Level gesenkt werden. Es konnte gezeigt werden, 

dass Interleukin-6 (IL-6) als Bestandteil des konditionierten Mediums einen Teil der 

CAF-CM-Effekte ebenfalls ausübt. Auf das Zellwachstum wirkt IL-6 jedoch 

inhibierend. Dies kann möglicherweise an den in dieser Arbeit verwendeten 

Konzentrationen liegen. Folglich gilt es den Stellenwert von Bcl-3 und IGFBP5, sowie 

weitere mögliche Faktoren die zu einer Resistenzentstehung beitragen, zu erforschen. 

Die enorme Bedeutung von Carcinom-assoziierten Fibroblasten als stromale Zellen 

wurde in dieser Arbeit belegt. 
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1. Einleitung 

1.1 Das Mammakarzinom 

1.1.1 Epidemiologie 

Aktuelle Analysen der WHO zeigen, dass die Anzahl der Krebsneuerkrankungen insgesamt 

weltweit stetig zunimmt. Gründe dafür sind zum einen das Wachstum und Altern der 

Bevölkerung, aber auch die zunehmende Bedeutung von bereits bekannten Risikofaktoren, wie 

zum Beispiel Rauchen, Übergewicht und Bewegungsmangel (IARC). Nach Schätzungen der 

„International Agency for Research on Cancer“ (IARC) gab es im Jahr 2018 weltweit 18,1 

Millionen Krebsneuerkrankungen und 9,6 Millionen Krebstodesfälle. Für Frauen steht 

Brustkrebs als Todesursache bei Krebserkrankungen weltweit an erster Stelle. 2,1 Millionen 

Brustkrebsneuerkrankungen und 521900 Todesfälle durch Brustkrebs wurden für das Jahr 2018 

weltweit registriert (Bray et al. 2018). Auf Deutschland entfallen davon ca. 69000 

Neuerkrankungen pro Jahr. Die Mortalität in Deutschland beträgt etwa 18000 Fälle pro Jahr 

(Koch-Institut). 

Brustkrebs macht rund ein Viertel der Krebsneuerkrankungen bei Frauen weltweit aus (Bray et 

al. 2018). Allein dies verdeutlicht die Notwendigkeit der weiteren Erforschung der 

molekularbiologischen Strukturen und Zusammenhänge. 

1.1.2 Ätiologie  

Die „Arbeitsgemeinschaft Gynäkologische Onkologie“ definiert jährlich Risikofaktoren für die 

Entstehung eines Mammakarzinoms. Dies sind nicht beeinflussbare Risikofaktoren, wie 

beispielsweise das Alter. Bei Frauen ab einem Alter von 50 Jahren ist das Risiko an Brustkrebs 

zu erkranken erhöht. Auch die Brustdichte beeinflusst das Risiko für ein Mammakarzinom. 

Weiterhin erhöhen Kinderlosigkeit oder die Geburt eines Kindes nach dem 30. Lebensjahr die 

Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken. Des Weiteren steigern hormonelle Faktoren, 

wie eine beginnende Regelblutung vor dem 12. Lebensjahr und ein spätes Einsetzen der 

Menopause, die Erkrankungswahrscheinlichkeit (Ritte et al. 2013; Collaborative Group on 

Hormonal Factors in Breast Cancer1 2012). Bei etwa 5-10% der Patientinnen lässt sich eine 

genetische Veränderung des Tumorsuppressorgens BRCA-1 oder -2 nachweisen. Dies führt zu 

einem erhöhten Risiko für Erkrankungen an einem Mammakarzinom oder Ovarialkarzinom 

(Koch-Institut; Antoniou et al. 2003). Zum anderen spielen modifizierbare Risikofaktoren, wie 

zum Beispiel die Lebensweise, eine erhebliche Rolle: erhöhtes Übergewicht, wenig körperliche 

Bewegung, sowie Rauchen und Alkohol erhöhen das Brustkrebsrisiko (Cummings et al. 2009). 

Ebenso gibt es Hinweise, dass Hormonersatztherapien in der Postmenopause die 

Erkrankungswahrscheinlichkeit erhöhen können (Sæther et al. 2012). 
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Um die Entstehung eines Brusttumors nachzuvollziehen, soll zunächst der Aufbau und die 

Struktur der Brustdrüse kurz erläutert werden: Das Drüsengewebe setzt sich aus 15-20 

Drüsenlappen zusammen, über welche das Drüsensekret über einen Ausführungsgang, der an 

der Brustwarze mündet, sekretiert wird. Zwischen dem Drüsengewebe befindet sich 

bindegewebiges Stroma und Fettgewebe (Lüllmann-Rauch und Asan 2019). Je nach 

Ursprungsgewebe eines Tumors unterscheidet man duktale Karzinome, deren histologisches 

Aussehen dem Milchgangsepithel ähnelt, von lobulären Karzinomen, welche den Zellen eines 

Drüsenläppchens gleichen. 

1.1.3 Klassifikation 

Ein Tumor kann nach verschiedenen Parametern klassifiziert werden. Nach der histologischen 

Klassifizierung des Tumors durch den Pathologen kann die Einteilung nach weiteren Kriterien 

erfolgen: zunächst mittels der aktuellen TNM-Klassifikation. „T“ beschreibt die Ausdehnung 

des Tumorherdes. „N“ steht für die befallenen regionären Lymphknoten. „M“ gibt das 

Vorhandensein von Fernmetastasen an. Ergänzungen zur TNM-Klassifikation sind zum einen 

das histopathologische Grading, bei dem mit den Kennzeichnungen G1-G3 der Unterschied des 

Tumorgewebes zum Normalgewebe bewertet wird, wobei G1 für gut differenziert, G2 für 

mäßig differenziert und G3 für eine schlechte Differenzierung des Gewebes spricht. Zum 

anderen wird nach einer operativen Behandlung das Residualgewebe, auch als Resttumor 

bezeichnet, bestimmt (Krebsinformationsdienst und Krebsforschungszentrum 2014). 

Das Mammakarzinom ist eine sehr heterogene Erkrankung. Es wurden mittels unterschiedlicher 

Methoden verschiedene Subtypen klassifiziert. Zum einen wird der Hormonrezeptorstatus 

bestimmt. Die (Über-)Expression des Östrogenrezeptors (ERα), des Progesteronrezeptors (PR) 

und des Her2-Rezeptors (Her2) kann durch immunhistochemische Färbung beurteilt werden.  

Etwa 70% der Mammakarzinome exprimieren den Östrogen- und Progesteronrezeptor. Sie 

werden als Hormonrezeptor-positiv bezeichnet. Patientinnen mit einem ERα-positiven 

Mammakarzinom zeigen eine bessere klinische Prognose, verglichen mit einem 

Hormonrezeptor-negativen Tumor. Der Progesteronrezeptor dient als Indikator für einen 

intakten Signalweg über den Östrogenrezeptor. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass der 

Progesteronrezeptor bei gleichzeitiger Expression des Östrogenrezeptors die 5-

Jahresüberlebensrate verbessert und eine prognostische Aussagekraft für den Erfolg einer 

endokrinen Therapie bei ERα-positiven Patientinnen hat (Bardou et al. 2003). Eine Möglichkeit 

der Behandlung stellt die endokrine Therapie mit Antiöstrogenen oder Aromatase-Inhibitoren 

dar. Tamoxifen ist das gebräuchlichste Medikament der Gruppe der SERMs („selective estrogen 

receptor modulators“). Es blockiert die Östrogenrezeptoren der Tumorzelle und hemmt somit 

die proliferative Wirkung des Östrogens. SERDs („selective estrogen receptor 
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downregulators“), wie zum Beispiel Fulvestrant, blockieren ebenfalls die Funktion des ER, aber 

bewirken zusätzliche eine Herunterregulierung der Östrogenrezeptorexpression. Es wurde 

gezeigt, dass eine Einnahme von Tamoxifen über 5 Jahre bei Patientinnen mit einem ERα-

positiven Tumor die Rezidivrate um durchschnittlich 39% reduziert und die Mortalität während 

der ersten 15 Jahre um ein Drittel senkt (Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group 

2011; Coates et al. 2007). 

Aromatase-Inhibitoren senken das Östrogenlevel durch Hemmung des Enzyms Aromatase, 

welches die Umwandlung von Testosteron in Östrogen katalysiert. Die Wirkung der 

Medikamente besteht in der Blockierung der Umwandlung der androgenen Vorstufen in 

Östrogen nach der Menopause vor allem in Muskel- und Fettgewebe. Aromatase-Inhibitoren 

können prämenopausal die ovarielle Östrogenproduktion nicht komplett unterdrücken, daher 

wird die Therapie bei prämenopausalen Patientinnen nur unter zusätzlicher ovarieller 

Suppressionstherapie durchgeführt (Stocco 2008). Es wurde gezeigt, dass Aromatase-

Inhibitoren als adjuvante Therapie bei postmenopausalen Patientinnen das Rezidivrisiko 

reduzieren konnten (The Arimidex, Tamoxifen, Alone or in Combination (ATAC) Trialists' 

Group 2008; Coates et al. 2007). Frauen im prämenopausalen Alter können auch von 

sogenannten GnRH-Analoga, welche die ovarielle Produktion von Geschlechtshormonen 

unterdrücken, profitieren. 

In 20-25% der Karzinome ist Her2, welches zu der Her (human epidermal receptor)-Familie der 

Rezeptortyrosinkinasen gehört, überexprimiert. Sie zeigen eine schlechtere klinische Prognose 

hinsichtlich des Rezidiv-freien Überlebens (Révillion et al. 1998). Her2+/ERα-/PR- Tumoren 

sind oft schlechter differenziert und werden meist erst in einem fortgeschrittenerem Stadium als 

hormonrezeptorpositive Tumoren diagnostiziert (Brown et al. 2008). Brustkrebspatientinnen mit 

einem solchen Tumor profitieren meist von einer Therapie mit einem Her2-blockierenden 

Medikament, wie dem monoklonalen Anti-Her2-Antikörper Trastuzumab.  

Exprimiert der Tumor weder den Östrogen-/Progesteronrezeptor noch den Her2-Rezeptor, so 

wird er als „tripel-negativ“ bezeichnet. Etwa 15% der invasiven Mammakarzinome lassen sich 

diesem Subtyp zuordnen. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung eines „tripel-negativen“ 

Tumors ist signifikant früher im Vergleich zu Hormonrezeptor-positiven Tumoren. Außerdem 

geht dieser Subtyp mit einem höheren Grading, einer schlechteren Prognose und einer 

verringerten Überlebensrate einher (Bauer et al. 2007). Da der Tumor keinen Östrogen-

/Progesteron- sowie keinen Her2-Rezeptor exprimiert, ist nur eine Behandlung mittels 

Chemotherapie, neben der Bestrahlung, möglich (Clarke et al. 2008). 

Da die aktuell verwendeten klinischen Parameter (Alter, Tumorgröße, Nodalstatus, 

histologisches Grading) und immunhistochemischen Marker (ERα, PR, Her2) nicht gänzlich der 
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Heterogenität der Tumoren gerecht werden, suchte man nach neuen Möglichkeiten zur 

Klassifizierung (Prat und Perou 2011). Basierend auf Genexpressionsanalysen sind derzeit fünf 

molekulare Subtypen des Mammakarzinoms bekannt. Sie werden bezeichnet als „Luminal A 

und B“, „basal-like“, „Her2-enriched“ und “normal-like“. Die molekularen Subtypen decken 

sich teilweise mit der immunhistochemischen Einteilung - die meisten luminalen Tumoren sind 

ERα-positiv, viele basale Subtypen zählen zu den „tripel-negativen“ und beim Großteil der 

„Her2-enriched“ lässt sich auch immunhistochemisch eine Überexprimierung des Her2-

Rezeptors nachweisen (Prat und Perou 2011). 

Die verschiedenen Gruppen unterscheiden sich in Inzidenz, Altersverteilung und ihrer 

Häufigkeit des Auftretens in verschiedenen ethnischen Gruppen (Carey et al. 2006). Im 

Hinblick auf die klinische Prognose wurde festgestellt, dass das Gesamtüberleben sowie das 

Tumor-spezifische-Überleben bei Patientinnen mit einem Tumor vom basalen oder Her2+/ERα-

negativen- Subtyp signifikant schlechter war, verglichen mit Luminal A-Patientinnen (Sorlie et 

al. 2001; Carey et al. 2006). In einer weiteren Studie konnte die Arbeitsgruppe von C. Sotiriou 

ebenfalls zeigen, dass die luminalen Subtypen einen signifikanten Vorteil sowohl im Rezidiv-

freien Überleben als auch im Brustkrebs-spezifischen Überleben haben (Sotiriou et al. 2003).  

Um das individuelle Risiko eines Patienten abzuschätzen und eine optimale Therapie zu finden, 

kommen zunehmend molekularbiologische Methoden zum Einsatz. Zum Beispiel können 

Genexpressions- oder Mutationsanalysen genauere Aussagen zur Prognose liefern und auch bei 

der Suche nach neuen therapeutischen Angriffspunkten helfen (Prat et al. 2015; Yuan et al. 

2017) 

Der Therapieerfolg bei Brustkrebs ist jedoch limitiert durch die Entstehung von Resistenzen. 

Dies kann durch verschiedene Mechanismen geschehen. Bedeutend dafür sind u.a. das 

Tumorstroma und die dazugehörigen Zellen. In den folgenden Abschnitten soll daher zunächst 

näher auf das Tumorstroma eingegangen werden. Anschließend wird der Stellenwert von 

Fibroblasten, als stromale Zellen, für die Entwicklung von endokrinen Resistenzen betrachtet. 

1.2 Das Tumormikromilieu 

Tumorzellen sind durch bestimmte Fähigkeiten gekennzeichnet. Sie können beispielsweise 

ungehemmt proliferieren, eine Resistenz gegenüber Wachstums-Suppressoren entwickeln, den 

Zelltod umgehen, Angiogenese induzieren sowie Invasivitäts- und 

Metastasierungseigenschaften aufweisen (Hanahan und Weinberg 2011). Es ist bereits bekannt, 

dass Tumorzellen in der Lage sind, ein breites Repertoire an stromalen Zellen zu rekrutieren, 

welche das sogenannte Tumormikromilieu bilden und sowohl zur Tumorgenese, Metastasierung 

als auch zur Entstehung von Resistenzen gegen Therapien beitragen können (Correia und 

Bissell 2012). Nachdem der Fokus in den vergangenen Jahren hauptsächlich auf der 
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Erforschung und Charakterisierung der Tumorzellen lag, ist nun das Tumorstroma näher in den 

Mittelpunkt gerückt. Stroma bezeichnet das lockere Gewebe, welches ein Organ oder eine 

Struktur umgibt. Es besteht aus verschiedenen Elementen, wie bindegewebigen Fasern, Zellen 

und Blutgefäßen. Schon länger gibt es Hinweise, dass das Tumorwachstum nicht nur durch die 

maligne Tumorzelle selbst, sondern auch durch das Tumorstroma bestimmt wird (Kalluri 2003). 

Die Interaktion zwischen Tumorzellen und ihrem assoziierten Stroma stellt eine wichtige 

Verbindung dar, welche den Krankheitsbeginn, die Progression und die Prognose der 

Erkrankung beeinflusst. Das sogenannte Tumormikromilieu kann außerdem die Sensitivität der 

Tumorzellen gegen Medikamente beeinflussen. Der Einfluss des Tumormikromilieus auf die 

Metastasierung ist ein dynamischer Prozess, da das Stroma sich während der Tumorprogression 

fortwährend ändert und den Bedürfnissen der Tumorzelle anpasst (Junttila und Sauvage 2013). 

So haben Tumorzellen die Möglichkeit, sich eine geeignete Nische zu suchen und darin bei 

optimalen Bedingungen zu proliferieren (Quail und Joyce 2013). 

1.2.1 Komponenten des Tumormikromilieus 

Verschiedene Zellen tragen zur Funktion des Tumor-assoziierten Mikromilieus bei. Dazu 

gehören Makrophagen, welche aus Knochenmark oder Milz einwandern, zu Tumor-

assoziierten-Makrophagen differenzieren und entweder die Tumorprogression unterstützen oder 

hemmen können (Biswas et al. 2013). Außerdem Endothelzellen und perivaskuläre Zellen, 

welche für die Angiogenese und Vaskularisierung eines Tumors zuständig sind und somit auch 

zur Progression beitragen (Mao et al. 2013). Eine weitere große Rolle spielen inflammatorische 

Immunzellen. Es wurde gezeigt, dass Gewebe, welches einer chronischen Entzündung 

ausgesetzt ist, eine höhere Tumorinzidenz aufweist (Grivennikov et al. 2010). Im Tumorstroma 

können sich sowohl Zellen des erworbenen, als auch des angeborenen Immunsystems befinden. 

Ein wichtiger Schritt für die Tumorprogression ist es, einer Bekämpfung durch das 

Immunsystem zu entgehen. Dies geschieht entweder durch Inhibierung von 

Effektorimmunzellen oder durch Stimulierung von immunsuppressiven Zellen, wie zum 

Beispiel MDSCs (Myeloid-derived suppressor cells) und regulatorischen T-Zellen. Beide 

Zelltypen fördern die T-Zell-Dysfunktion, welches wiederum die Tumorprogression begünstigt 

(Lindau et al. 2013; Schreiber et al. 2011). Regulatorische T-Zellen steuern normalerweise die 

Aktivierung von T- und B-Zellen und spielen somit eine wichtige Rolle für die Aktivierung von 

zytotoxischen Lymphozyten (Gasteiger et al. 2013). Wie die MDSCs unterdrücken auch sie die 

tumorabhängige Antigenpräsentation und behindern die Funktion von zytotoxischen T-Zellen 

(Boehmer und Daniel 2013; Quail und Joyce 2013).  

Ein Fokus dieser Arbeit sind Carcinom-assoziierte-Fibroblasten (CAFs). Fibroblasten 

synthetisieren und sezernieren die Extrazelluläre Matrix (EZM), exprimieren Matrix-
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Metalloproteasen (MMPs), regulieren die epitheliale Differenzierung und produzieren 

Wachstumsfaktoren (Su et al. 2012). Fibroblasten sind Zellen mit einem spindelförmigen 

Aussehen (Kalluri 2016). Sie nehmen den größten Anteil der Zellen des Tumorstromas bei 

Brusttumoren ein (Sappino et al. 1988) und es bestätigt sich immer mehr, dass sie einen 

wichtigen Beitrag zur Tumorprogression leisten (Tlsty und Hein 2001; Elenbaas und Weinberg 

2001). CAFs entstehen z.B. durch Interaktion mit Karzinomzellen, die Proteine sezernieren, 

welche normale Fibroblasten aktivieren können. CAFs können auch aus verschiedenen anderen 

Zellen entstehen. Zum einen aus ortsansässigen Fibroblasten, zum anderen auch aus 

verschiedenen mesenchymalen Zelltypen wie zum Beispiel Endothelzellen, Perizyten, 

Adipozyten und mesenchymalen Stammzellen. Als CAFs unterscheiden sie sich von den 

normalen Fibroblasten unter anderem durch Sezernierung von Tumor-fördernden Zytokinen, 

zum Beispiel IL-6 und SDF-1/CXCL12, welche u.a. die Proliferation von MCF-7 

Brustkrebszellen anregen (Polanska und Orimo 2013). CAFs spielen eine bedeutende Rolle für 

die Tumorprogression, indem sie die Extrazelluläre Matrix verändern, sowie die Proliferation, 

Invasivitätseigenschaften, Migration und Metastasierung von Tumorzellen beeinflussen. CAFs 

erhöhen dadurch die Malignität der Tumorzellen und induzieren die epithelial-mesenchymale 

Transition (EMT) (Mueller und Fusenig 2004). Es wurde in Co-Kulturversuchen gezeigt, dass 

CAFs eine Tamoxifen- und Fulvestrant-Resistenz induzieren können (Martinez-Outschoorn et 

al. 2014). Den Fibroblasten kommt also eine entscheidende Rolle bei der Progression des 

Mammakarzinoms zu. Aber auch bei anderen Tumorentitäten, wie z.B. dem Prostatakarzinom, 

spielt die Wirkung von Fibroblasten eine große Rolle (Olumi et al. 1999; Paraiso und Smalley 

2013). 

1.2.2 Tumor-Stroma-Interaktion und Resistenzentwicklung 

Der protektive Einfluss des Stromas (insbesondere CAFs und die extrazelluläre Matrix) 

ermöglicht Tumorzellen das Überleben während einer Therapie und kann zu genetischen 

Veränderungen der Tumorzelle führen, welche dann zur Resistenzbildung beitragen kann 

(Meads et al. 2009). Endokrine Resistenzen gegen Medikamente können entweder schon vor 

der Therapie existieren oder aber während der Behandlung erworben werden. Faktoren die zu 

einer Resistenzentstehung führen können sind beispielsweise eine sehr dichte EZM. Eine 

Einbettung der Tumorzellen in eine dichte EZM wirkt wie eine physikalische Barriere gegen 

Medikamente und mindert somit die Effektivität von Wirkstoffen. Aber auch die Interaktion 

von Tumorzellen mit Proteinen der EZM sowie von stromalen Zellen sezernierte Faktoren 

erlauben es Tumorzellen, Medikamente besser zu tolerieren. Es ist noch eine Reihe weiterer 

Mechanismen bekannt, wie es zu einer Resistenzentstehung bei Mammakarzinomzellen 

kommen kann. Neben der großen Bedeutung des Tumorstromas allgemein, spielen vor allem 

die CAFs eine wichtige Rolle (Paraiso und Smalley 2013). Die Carcinom-assoziierten 
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Fibroblasten sezernieren verschiedene Faktoren, welche vor allem die PI3-Kinase aktivieren 

(Osborne und Schiff 2011). Eine übermäßige Aktivität dieses Signalweges sowie des 

Ras/Raf/MEK1/ERK1/2-Signalweges wird u.a. für die Entwicklung von endokrinen 

Resistenzen verantwortlich gemacht (Ciruelos Gil, Eva Maria 2014). Phosphoryliertes AKT- 

oder phosphorylierte ERK1/2-Proteine fördern das Überleben der Tumorzellen durch 

Aktivierung des Östrogenrezeptors, welcher dann östrogenunabhängig als Transkriptionsfaktor 

im Zellkern wirken kann. Diese Signalwege werden in der Regel über Rezeptor-Tyrosinkinasen 

(RTK) aktiviert. Dies sind Transmembranproteine, welche durch eine extrazelluläre 

Ligandenbindung eine intrazelluläre Signalkaskade einleiten.  

Auch Integrine sind neben den RTKs wichtige Moleküle in der Membran von Tumorzellen. 

Integrine interagieren mit EZM-Komponenten. Insbesondere Integrin β1 kommt eine Bedeutung 

bei der Entstehung einer endokrinen Resistenz zu. Nach einem Aktivierungssignal über Integrin 

β1 kommt es ebenfalls zur Aktivierung der PI3K/AKT- und Ras/Raf/MEK1/ERK1/2-Wege. 

Integrin β1 fördert außerdem die Resistenzentstehung von Brustkrebszellen gegen Her2-

Inhibitoren (Huang et al. 2011). Somit hat es für ERα-positive -und Her2-positive -

Brustkrebszellen eine große Bedeutung für die Entstehung von Resistenzen (Dittmer und Leyh 

2015). Es ist bekannt, dass eine Inhibierung von Integrin β1 eine signifikante Reduzierung des 

Tumorvolumens bewirken kann und die Sensitivität für eine Bestrahlung (Park et al. 2008) und 

die Sensitivität von Her2-positiven Tumorzellen für Trastuzumab/Pertuzumab erhöht (Weigelt 

et al. 2010). 

Die Carbon Anhydrase IX (CA IX) ist wichtig für das Wachstum von Brustkrebszellen. Ein 

klassischer Aktivator der CA IX ist der Hypoxie-induzierte Faktor 1α (HIF-1α). Es wurde 

gezeigt, dass CAF-CM die HIF-1α-Expression in ERα-positiven-Zellen unter normoxischen 

Bedingungen induziert (Ansari et al. 2018; Ward et al. 2015).  

Das Signal-transducer-and-activator-of-transcription-Protein 3 (Stat 3) ist ein Mitglied der 

STAT-Proteinfamilie. Es wird durch die Januskinase (JAK) phosphoryliert, in den Zellkern 

transportiert und wirkt dort als Transkriptionsaktivator. Es ist ein wichtiges Signalmolekül in 

der Signalkaskade über Interleukin-6 und bedeutend für die IGFBP5-Funktion (Kojima et al. 

2012). STAT-3 wird beispielsweise durch IL-6 aktiviert. Es wurde aber auch eine mögliche 

Aktivierung über den MAPK-Signalweg gezeigt (Tkach et al. 2013). STAT 3 spielt eine Rolle 

bei der Brustkrebsprogression indem es Resistenzmechanismen gegen Apoptose induziert 

(Gritsko et al. 2006). 

1.3 IGFBP5/Bcl-3 und Fulvestrantresistenz 

In unserer Arbeitsgruppe wurden zwei weitere Proteine mit einer Antiöstrogenresistenz, 

spezifisch gegen Fulvestrant, in Verbindung gebracht. Das ist zum einen das Insulin-growth-
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factor-binding-protein 5 (IGFBP5) und zum anderen das B-cell-lymphoma-Protein 3 (Bcl-3) 

(Leyh et al. 2015). IGFBP5 gehört zu der Familie der Insulin-like growth factor-binding 

Proteine, deren primäre Funktion die Regulation der Aktivität der Wachstumsfaktoren Insulin-

like growth factor 1 (IGF-1) und -2 (IGF-2) sind. Eine Bindung von IGFBP5 an diese 

Wachstumsfaktoren hindert diese daran, an ihren Rezeptor IGF1R zu binden und damit die 

PI3K/AKT- und Ras/Raf/MEK1/ERK1/2-Signalwege zu aktivieren (Güllü et al. 2012; Pollak 

2008). Dies wird als IGF-abhängiger Effekt von IGFBP5 bezeichnet (Zesławski et al. 2001). 

Die Expression von IGFBPs kann durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst werden, z.B. durch 

p53, Wachstumsinhibitoren, Antiöstrogene und den Transforming Growth Factor β (TGF-β), 

wodurch dann die Aktivität der IGFs reguliert werden kann (Firth und Baxter 2002). Neben der 

IGF-abhängigen Wirkweise können IGFBPs auch IGF-unabhängig wirken (Tripathi et al. 2009; 

Baxter 2014).  

Der IGF-Signalweg ist wichtig für die Regulation des Zellwachstums, der Differenzierung und 

Apoptose (Akkiprik et al. 2008). Wood und Yee haben gezeigt, dass IGFBP5 in normalen 

Brustepithelzellen bei Erwachsenen gar nicht oder nur sehr schwach exprimiert wird (Wood und 

Yee 2000). Mittlerweile hat man herausgefunden, dass IGFBP5 eine wichtige Rolle bei der 

Entstehung und Progression des Mammakarzinoms einnimmt. Speziell für die Metastasierung 

von Mammakarzinomzellen scheint IGFBP5 bedeutend, da es die Zellmigration stimulieren 

kann (Akkiprik et al. 2008; Pekonen et al. 1992; Nishidate et al. 2004). Wir haben zeigen 

können, dass ein IGFBP5-knockdown bei MCF-7-Zellen über eine erhöhte Expression von Bcl-

3 eine Fulvestrantresistenz hervorruft (Leyh et al. 2015). Es scheint also, dass ein niedriger 

IGFBP5-Level eine Antiöstrogenresistenz begünstigt. 

Das Protein Bcl-3 (B-cell lymphoma 3 protein) wurde zuerst als Protoonkogen bei Patienten, 

die an einer chronischen B-Zell-Leukämie erkrankt waren, identifiziert. Weitere Forschung 

ergab, dass Bcl-3 auch für die Progression von soliden Tumoren eine Rolle spielt. Später fand 

man heraus, dass dieses Protein mit den NF-κB-Untereinheiten p50 und p52 interagiert. Es ist 

im Kern lokalisiert, bildet Komplexe mit diesen Untereinheiten und kann so die Transkription 

regulieren (Ohno et al. 1990; Schuster et al. 2013). Bcl-3 gehört zur Klasse der atypischen 

Inhibitoren von Kappa-B. Diese Proteinfamilie unterdrückt die NF-κB-Aktivierungskaskade 

indem sie direkt an die Transkriptionsfaktoren binden. Durch Interaktion mit den Untereinheiten 

und der Bildung von Hetero- oder Homodimeren kann Bcl-3 sowohl als Aktivator, als auch als 

Repressor fungieren (Franzoso et al. 1992; Bours et al. 1993). NF-κB spielt eine wichtige Rolle 

bei biologischen Vorgängen wie dem Entzündungsgeschehen, der Zellproliferation und 

Apoptose (Viatour et al. 2004b). Neuere Daten zeigen, dass die Aktivität von Bcl-3 durch 

Phosphorylierung entscheidend beeinflusst wird. Fördernd für seine Aktivatorfunktion wirken 

u.a. der PI3K/AKT- und der Ras/Raf/MEK1/ERK1/2-Weg (Wang et al. 2017b). Es wurde 
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gezeigt, dass die Expression von Bcl-3 durch verschiedene Zytokine, beispielsweise IL-4, IL-6 

oder Tumornekrosefaktor α (TNFα) heraufreguliert werden kann (Brenne et al. 2009; Rebollo et 

al. 2000; Brocke-Heidrich et al. 2006). Bcl-3 wurde bisher bei unterschiedlichen Tumoren 

untersucht und scheint eine Rolle unter anderem bei nasopharyngealen Karzinomen (Thornburg 

et al. 2003), bei Endometriumkarzinomen (Pallares et al. 2004) sowie dem kolorektalen 

Karzinom (Puvvada et al. 2010) zu spielen. Auch für die Progression von Brustkrebs scheint das 

Protein bedeutend. Cogswell et al. beispielsweise zeigten, dass Bcl-3 signifikant in 

Brusttumoren erhöht ist (Cogswell et al. 2000; Choi et al. 2010). Es gibt außerdem Hinweise, 

dass Bcl-3 die Progression von Mammakarzinomen fördert. Es ist mit einer erhöhten 

pulmonalen Metastasierung bei Brusttumoren assoziiert (Chen et al. 2016). Und die 

Arbeitsgruppe um Viatour et al. zeigte, dass Bcl-3 das Tumorwachstum in vivo induzieren kann 

(Viatour et al. 2004a). In einer in silico-Kaplan-Meier-Analyse konnten wir für ein Kollektiv 

von 229 endokrin-behandelten Brustkrebspatientinnen zeigen, dass eine höhere Bcl-3-RNA-

Expression signifikant mit einer ungünstigeren Prognose korreliert (Leyh et al. 2015). 

Zwei hauptsächliche Effekte von Bcl-3 auf die Progression von Tumoren sind bisher 

beschrieben. Dies ist zum einen die Modulation der Apoptose und zum anderen eine Steigerung 

der Proliferation (Kashatus et al. 2006; Ahmed und Milner 2009; Choi et al. 2010; Westerheide 

et al. 2001). Unsere Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass Bcl-3 ERα-positive Tumorzellen 

gegen das Antiöstrogen Fulvestrant desensibilisieren kann (Leyh et al. 2015). 

Ein möglicher Zusammenhang zwischen der IGFBP5- und Bcl-3-Expression und wie diese 

durch Faktoren, die CAFs oder auch mesenchymale Stammzellen (MSCs) sezernieren, 

beeinflusst werden, ist in der Abbildung 1 illustriert. In MCF-7-Zellen bewirken von CAF oder 

MSC sezernierte Faktoren eine Reduzierung der Expression von IGFBP5. Dieses bewirkt zum 

einen aufgrund der IGF-abhängigen Funktion eine erhöhte Freisetzung von IGF und damit eine 

Aktivierung des IGF1R mit anschließender Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges. Zum 

anderen wird IGF-unabhängig die supprimierende Aktivität von IGFBP5 auf Bcl-3 gemindert 

und dadurch die Bcl-3-Expression erhöht, was dann Zellen gegen Fulvestrant desensibilisiert. 

Die erhöhte Bcl-3-Expression ist auch verantwortlich für die erniedrigte Expression des 

Selenoprotein P 1 (SEPP) und Kelch-Like-Family-Member Proteins 4 (KLHL4) sowie für die 

erhöhte Expression der Carbonic anhydrase IX (CAIX). 
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Abb. 1: Potenzieller Mechanismus der Fulvestrantresistenzentstehung durch CAFs und MSCs 

(aus Leyh et al. 2015)
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2. Zielstellung 
Bei Brustkrebs wird die Tumorprogression unter anderem durch die Entwicklung endokriner 

Resistenzen beeinflusst. Dies geschieht durch den Einfluss stromaler Zellen wie beispielsweise 

CAFs. An MCF-7-Zellen wurde gezeigt, dass CAFs Tumorzellen gegen das Antiöstrogen 

Fulvestrant desensibilisieren können. Dieser Desensibilisierung liegen verschiedene Effekte 

zugrunde. Dies ist zum einen die Bcl-3-Erhöhung und gleichzeitig eine IGFBP5-

Herunterregulierung in MCF-7-Zellen.  

Das Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss von stromalen Zellen auf die Gen- und 

Proteinexpressionen sowie das Wachstum von 6 verschiedenen Brustkrebszelllinien zu 

untersuchen. Dazu wurden Versuche mit Zugabe von konditioniertem Medium von Fibroblasten 

sowie Fulvestrant an 3 ERα-positiven- und 3 ERα-negativen Zelllinien durchgeführt. 

Es sollte überprüft werden, ob man eine generelle Aussage hinsichtlich der Reaktion einer 

Subgruppe auf stromale Zellen treffen kann.  

Anschließend sollte evaluiert werden ob die Effekte von stromalen Zellen auf Brustkrebszellen 

unterschiedlicher Charakteristik die gleichen sind, sich ähneln oder unterscheiden. Des 

Weiteren galt es herauszufinden, welche Faktoren der stromalen Zellen diese Effekte auslösten. 

Zusätzlich galt es die Rolle von IGFBP5 und Bcl-3 in den Zelllinien zu untersuchen. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

Laborchemikalien wurden von Applichem (Darmstadt, DE) bezogen, sofern nicht anders 

angegeben. 

3.1.1 Zellkultur-Zusätze 

Tab. 1: Herstellerfirmen der Zellkultur-Zusätze 

 Hersteller 

Insulin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Fulvestrant LKT Laboratories bezogen von Biomol, Hamburg, DE 

 

3.1.2 Antikörper für Western-Blot-Analyse 

Tab. 2: Verwendete primäre Antikörper 

Antikörper Herkunft Verdünnung Hersteller 

α-Phospho-Akt 

(Ser473) 

Kaninchen 1:2000 Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA 

α-Bcl-3 Kaninchen 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz¸ CA, USA 

α-E-Cadherin Maus 1:5000 BD Biosciences 

a-ERα (HC-20) Kaninchen 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz¸ CA, USA 

α-p44/42 (Erk1/2) Kaninchen 1:2000 Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA 

α-Phospho-p44/42 

(Erk-1/2) (Thr202/ 

Tyr204) 

Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA 
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a-IGF1Rβ Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA 

a-Integrinβ1 (CD29) Kaninchen 1:2000 Abcam, Cambrigde, GB 

a-Phospho-Stat3 

(Tyr705) (D3A7) 

Kaninchen 1:2000 Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA 

a-Stat3 (79D7) Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, 

USA 

a-CAIX Kaninchen 1:25 Zur Verfügung gestellt von Silvia 

Pastorekova (Slovak Academy of 

Sciences, Bratislava, Slowakei) 

 

Tab. 3: Verwendete sekundäre Antikörper  

Antikörper Verdünnung Hersteller 

Anti-Kaninchen-HRP 1:2000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-Maus-HRP 1:2000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

 

3.1.3 Primer 

Alle verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG (Operon, Ebersberg, DE) bezogen. 

Tab. 4: Sequenzen der für die qPCR verwendeten Primer 

Zielgen Forward Primersequenz 5’à3’ Reverse Primersequenz 5’à3’ 

Bcl-3 GAAGCACATGCACCTACCCA GGACTGGTGCCTGAGAATGC 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC 

HPRT GGACAGGACTGAACGTCTTGC TGAGCACACAGAGGGCTACAA 

IGFBP5 CCAATTGTGACCGCAAAGG CGGGAAGGTTTGCACTGCT 
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3.1.4 siRNA 

Alle verwendeten siRNAs wurden von Eurofins MWG (Operon, Ebersberg, DE) bezogen. 

Tab. 5: Sequenzen der verwendeten siRNAs 

siRNA siRNA-Sequenz 5’ à 3’ 

siLuc CUU ACG CUG AGU ACU UCG A 

siIGFBP5 GCA GAU CUG UGA AUA UGA A 

siBcl-3 UGG UCU UCU CUC CGC AUC A 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

Verwendet wurden folgende Brustkrebszelllinien: MCF-7, BT-474, T-47D, SK-BR-3, MDA-

MB-231, BT-20. Alle Zelllinien wurden mittels SNP-Analyse authentifiziert.  

Alle Zelllinien wurden in RPMI 1640 + GlutaMAX Medium (Gibco/Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) mit 10% fetalem Kälberserum (FCS) (Pan Biotech GmbH, Aidenbach, 

DE) bei 37°C und 5% CO2 ohne Zusatz von Antibiotika kultiviert. Für alle Versuche wurde 

dieselbe FCS-Charge benutzt. 

 

Tab. 6: Charakterisierung der Zelllinien (Holliday und Speirs 2011) 

 

Die zur Herstellung des CAF-CM verwendeten, immortalisierten 19TT-Fibroblasten stammen 

aus einem invasiven duktalen Mammakarzinom und wurden uns von Prof. Dr. John Martens, 

Rotterdam, zur Verfügung gestellt (Martens et al. 2003). Die Fibroblasten wurden in dem selben 

Medium und Serum gezüchtet wie die Brustkrebszellen. Die Herstellung von CAF-CM erfolgte 
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durch Abnahme des Zellüberstandes von konfluenten Kulturen der Fibroblasten mit 

anschließender Zentrifugation zur Entfernung von nicht-adhärenten Zellen und Zelltrümmern. 

CAF-CM wurde bei -20°C gelagert. Zur Behandlung der Brustkrebszellen mit CAF-CM wurden 

20% CAF-CM mit 80% frischem Medium/Serum vermengt.   

3.2.2 siRNA-Transfektion 

Alle siRNAs, die hier verwendet wurden, sind in Tabelle 5 aufgelistet. 24 Stunden vor jedem 

Versuch wurde das Medium gewechselt. Die Transfektion der Zellen mit verschiedenen siRNAs 

erfolgte durch Elektroporation. Dazu wurden die Zellen einer konfluenten 175 cm² - 

Zellkulturflasche (TPP, Trasadingen, CH) zunächst mit einer 0,025% Trypsin/EDTA-Lösung 

(Lonza, Basel, CH) für vier bis sechs Minuten inkubiert, das Trypsin mit Medium/Serum 

anschließend inaktiviert und die Zellen in einer Zentrifuge (Heraeus/Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) bei 1000 rpm für 5 Minuten abzentrifugiert. Anschließend wurden sie mit 

RPMI ohne FCS gewaschen und erneut abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das 

Zellpellet in 500 µl RPMI ohne FCS in einer Konzentration von ca. 8 Millionen Zellen/ml 

resuspendiert. Für eine Elektroporation wurden 250 µl der Zellsuspension mit 5 µl siRNA in 

einer MicroPulser-Elektroporations-Küvette gemischt und mit dem Bio-Rad „GenePulserX-

Cell“ bei 250 V und 800 µF elektroporiert. Die transfizierten Zellen wurden sofort für 30 

Minuten auf Eis gekühlt, danach in 10 ml Medium/FCS in Zellkulturschalen mit 10 cm 

Durchmesser (Nunc/Thermo Electron LED, Langenselbold, DE) ausgesät und im Brutschrank 

bei 37°C, 100%-Luftfeuchtigkeit, 5% CO2-Begasung und unter Lichtausschluss (IG150, 

Jouan/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) kultiviert. 

Für Proteinanalysen wurde am Tag 2 nach Transfektion das Medium in den 10 cm 

Zellkulturschalen ausgetauscht und entweder durch 20 % CAF-CM/80% frisches Medium/FCS 

(CAF-CM-Ansatz) oder durch frisches Medium/FCS ohne CAF-CM-Zugabe (Kontrollansatz) 

ersetzt. Am Tag 3 nach Mediumwechsel wurden die Zellen geerntet und die Proteine, wie 

weiter unten ausgeführt, isoliert. 

Für RNA-Analysen, für die weit weniger Zellen als für die Proteinanalysen notwendig sind, 

wurden die Zellen am Tag 2 nach Transfektion trypsinisiert, in Medium/FCS resuspendiert und 

die Zellzahl wie folgt bestimmt: 10µl der Zellsuspension wurden mit 10µl Trypanblau gemischt, 

davon 10µl in eine Einmalzählkammer pipettiert und danach die Zellzahl mit Hilfe eines 

Zellzählgerätes (Cell Countess, Invitrogen) ermittelt. Zur Herstellung von jeweils drei 

technischen Replikaten wurden in 6-Kavitäten Platten (TPP, Trasadingen, CH) 500.000 Zellen 

pro Kavität ausgesät. Davon wurden drei Proben mit CAF-CM behandelt und drei ohne CAF-

CM inkubiert. An Tag 3 nach Mediumwechsel wurden die Zellen mit RNA-Lyse-Puffer („lysis 
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buffer“ des „High Pure RNA Isolation Kit“, Roche, Basel, CH) lysiert und die RNA, wie unten 

beschrieben, isoliert und die Expression bestimmter Gene per Q-RT-PCR gemessen. 

3.2.3 RNA-Isolierung, cDNA-Synthese und Q-RT-PCR  

Nach Zelllyse wurde die RNA mittels des High Pure RNA Isolation Kits von Roche (Basel, 

CH) laut Anleitung des Herstellers isoliert.  

Die RNA-Konzentration wurde nach einer 1:50-Verdünnung der Proben durch 

Absorptionsmessung bei Wellenlängen von 230, 260, 280 und 320 nm mit einem Ultrospec 

1000-Photometer (Pharmacia Biotech/GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, SE) bestimmt. 

Für die Synthetisierung von cDNA aus mRNA wurden 1µg Gesamt-RNA mit 1µl von 10mM 

dNTPs (Eppendorf, Hamburg, DE), sowie 0,5µl RNAsin Plus RNAse Inhibitor (40 U/µl; 

Promega, Madison, USA), 1μl Random-Hexamer-Primer (100 ng/μl; Amersham 

Biosciences/GE Healthcare Europe, Freiburg, DE) und 1µl RNAse-freiem Wasser  gemischt. 

Nach Inkubation bei 65°C für 5 Minuten wurden die Proben sofort auf Eis abgekühlt. Nachdem 

jeweils 4µl 5x-Puffer und 2µl DTT hinzugefügt wurden, konnte die Anlagerung der Primer an 

die RNA bei 25°C für 2 Minuten erfolgen. Schließlich konnte durch Zugabe von 0,5µl 

Superscript II-Reverse-Transkriptase (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US) 

die cDNA-Synthese durch Inkubierung bei 25°C für 10 Minuten und 45°C für 50 Minuten 

erfolgen. Gestoppt wurde die Reaktion durch Erhöhung der Temperatur auf 70°C für 15 

Minuten. Die fertige cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert. 

Die cDNA wurde in einer Verdünnung von 1:10 verwendet. Ein Reaktionsansatz enthielt 

jeweils 2µl cDNA, 0,63μl der jeweiligen spezifischen Primer (2µM; Eurofins MWG Operon, 

Ebersberg, DE), 5µl des SYBR Green Fluorescein-Mix (ABgene/Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) und 1,75μl Nuklease-freies Wasser. Zur Amplifizierung wurde ein Bio-

Rad MyiQ-Cycler (Bio-Rad, München, DE) verwendet. Nach Aktivierung der Polymerase für 

15 Minuten bei 95°C wurden 40 Zyklen durchlaufen. In jedem Zyklus erfolgte zu Beginn die 

Denaturierung bei 95°C für 15 Minuten, gefolgt vom „Annealing“ der Primer für 1 Minute bei 

60°C und der anschließenden DNA-Synthese bei 72°C für 1 Minute. Zur Überprüfung der 

Qualität der qPCR-Reaktion wurde von den Reaktionsprodukten eine Schmelzkurve 

aufgenommen. Als Referenzgene wurden die Gene Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) und Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT) benutzt. 

Die Ergebnisse wurden mit der „iQ5 Optical System“-Software Version 2.1 (Bio-Rad, 

München, DE) analysiert. Zur Bestimmung der relativen mRNA-Expression wurde die 

komparative Ct (2-ΔΔCt)-Methode benutzt. 
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3.2.4 Proteinanalyse 

Für jede Proteinisolierung wurden die Zellen von je einer Zellkulturschale mit 10 cm 

Durchmesser geerntet. Dazu wurden diese mit 1ml PBS gewaschen, in 1ml Medium/FCS 

abgeschabt und anschließend in einer Zentrifuge pelletiert, danach erneut mit 1ml PBS 

gewaschen und abzentrifugiert. Die Isolierung der nukleären Proteinfraktion erfolgte nach 

einem modifizierten Protokoll nach Lindemann et al. 2001 (Lindemann et al. 2001). Nach dem 

Zentrifugieren wurden die Zellen in 100-400µl Puffer A (10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCl, 

0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA) resuspendiert und die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen in 

einer Spritze mit einer 20 G-Kanüle lysiert. Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 3000 rpm 

wurde der Überstand (Ü1) von dem Pellet getrennt. Das Pellet wurde in Puffer C (1 mM DTT, 

1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 400 mM NaCl, 20 mM HEPES (pH 7,9)) resuspendiert. Das in 

Puffer C resuspendierte Pellet wurde für 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend für 5 

Minuten bei 13000rpm zentrifugiert. Der Überstand, welcher die Kernproteine enthielt, wurde 

abgenommen und bei -80°C eingefroren. Die Weiterverarbeitung des Überstandes (Ü1) begann 

mit erneuter Zentrifugation bei 8500rpm für 10 Minuten. Das entstandene Pellet mit den 

mitochondrialen Proteinen wurde verworfen, der Überstand für 1 Stunde bei 13000rpm 

zentrifugiert. Erneut wurde der Überstand, welcher nun die cytosolischen Proteine enthielt, 

abgenommen. Das Pellet mit dem Plasmamembranproteinen wurde in 50µl Puffer C 

Plasmamembran (1 mM DTT, 0,5 mM K-EDTA (pH 7,25), 5 mM HEPES (pH 7,9)) gelöst.  

Alle Proteinextrakte wurden bei -80°C eingefroren. 
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Abb. 2: Schema zur Isolierung von Proteinextrakten aus adhärent gewachsenen Zellen aus 
Zellkulturschalen (aus Vogel 2012)  
 

Die Proteinmenge der zellulären Extrakte wurde mit Hilfe des „Quant-iT Protein Assay Kit“ 

und dem Qubit 1.0 Fluorometer (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 

nach Angaben des Herstellers bestimmt. Es wurden jeweils 1-2µl der Proteinextrakte eingesetzt 

und Doppelbestimmungen durchgeführt. 

SDS-PAGE und Western-Blot-Analysen wurden wie beschrieben mit einigen Modifizierungen 

(Dittmer et al. 2006) durchgeführt. Während für die nukleäre und die zytosolische 

Proteinfraktion je 10µg Protein auf das Gel aufgetragen wurden, wurden von den 

Plasmamembranextrakten je 5µg verwendet. Die entsprechenden Volumina der Lysate wurden 

mit einem 4x Sample-Puffer (5 ml H2O (bidest.), 20 ml 10% SDS, 19,5 ml Glycerin, 6,25 ml 1 

M Tris-HCl (pH 7,0), 5,75 ml 0,4% Bromphenolblau, 2,5 ml β-Mercaptoethanol) verdünnt. Alle 

Proben wurden für 3 Minuten bei 99°C inkubiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte über 

eine denaturierende Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970). Die Proben wurden 

dafür auf ein SDS-Acrylamidgel aufgetragen. Die Gele bestanden aus einem 10% Trenngel 

überschichtet mit einem 4% Sammelgel. Für die Bestimmung der Molekulargewichte der 

Proteine wurden als Marker 5µl des PageRuler Prestained Protein Ladder (Pierce/Thermo Fisher 



 

19 
 

Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Zunächst erfolgte die Konzentrierung der Proben 

im Sammelgel bei 70V für 30 Minuten, anschließend folgte dann die Auftrennung bei 150V für 

60 Minuten.  

Nach der Elektrophorese erfolgte der Transfer der Proteine auf eine zuvor in Methanol und 

Transferpuffer (192 mM Glycin, 20% Methanol, 25 mM Tris-Base) aktivierte „Immobilon“-

PVDF-Membran (Merck Millipore, Billerca, MA, USA) bei 120V und 4°C für eine Stunde. Vor 

einer Antikörperinkubierung wurde die Membran erneut aktiviert und mit 2% Milchpulver in 

Waschpuffer (1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 10 mM Tris/HCl (pH 7,5)) für 10 Minuten bei 

Raumtemperatur geblockt. Der Inkubation mit dem primären Antikörper in Waschpuffer mit 

0,2% Milchpulver für 1 Stunde bei Raumtemperatur schloss sich dreimaliges Waschen der 

Membran in Waschpuffer für jeweils 5 Minuten an. Danach wurde mit dem entsprechenden 

sekundären Antikörper in Waschpuffer mit 0,2% Milchpulver für erneut 1 Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Dem folgte ein dreimaliges Waschen mit Waschpuffer für jeweils 

20 Minuten. 

Es folgte die Entwicklung in der Dunkelkammer mittels Darstellung der Peroxidaseaktivität 

durch Chemolumineszenz. Dazu wurde das Pierce ECL Western Blotting Substrat (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nach Angaben des Herstellers frisch angesetzt und auf 

die Membran gegeben. Der Nachweis der Chemolumineszenz erfolgte durch Schwärzen eines 

Hyperfilms ECL (GE Healthcare Europe, Freiburg, DE) an den lumineszierenden Stellen. Die 

zur Darstellung der Banden notwendige Exposition des Films variierte je nach Signalstärke 

zwischen 5 Sekunden und 30 Minuten. 

Die Membranen wurden zur Überprüfung der gleichen Beladung mit Proteinen mit Fast Green 

in einer Konzentration von 0,4 g/200 ml (50% Methanol, 40% Wasser, 10% Eisessig) gefärbt. 

Auf eine Überprüfung der gleichen Beladungen mit Housekeeping-Proteinen wie Beta-Actin 

wurde verzichtet, da diese keine zuverlässige Aussage erlaubt (Dittmer et al. 2006). 

3.2.5 ATP-basierter Zellwachstumsassay 

Um das Zellwachstum zu bestimmen, wurde die Masse an lebenden Zellen anhand der Gesamt-

ATP-Menge bestimmt. Die ATP-Menge wurde mit dem Via Light plus Kit (Lonza, Basel, CH), 

einem Lumineszenz-basierenden Assay gemessen. In diesem Assay ist das ATP der limitierende 

Faktor für die Luziferase-katalysierte Reaktion, wodurch die Lumineszenz ein Maß für die 

ATP-Konzentration wird. Der Zellüberstand wurde abgenommen, verworfen und anschließend 

in jede Kavität eine Mischung von 100µl PBS und 50µl Lysepuffer pipettiert. Die vollständige 

Zelllyse erfolgte durch 10-minütige Inkubation bei Raumtemperatur unter Schütteln. 75µl  

der jeweiligen Probe wurden mit 50µl des AMR plus Reagenz (Luciferase-Lösung mit 

Luciferin, aus „Vialight Plus Kit“), welches sowohl das Enzym Luciferase als auch  
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sein Substrat Luciferin enthält, gemischt. Das emittierte Licht wurde mit Hilfe eines 

Luminometers (Berthold Detection Systems, Pforzheim, DE) gemessen.
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4. Ergebnisse 

4.1 Einfluss von CAF-CM auf das Wachstum von Brustkrebszellen 

4.1.1 Wachstumsanalysen mit 6 verschiedenen Brustkrebszellen 

MCF-7-Brustkrebszellen (ERa+) 

Die Untersuchung des Wachstums von MCF-7-Zellen unter der Einwirkung von 20% CAF-CM 

(konditioniertes Medium von TT19 Fibroblasten), Fulvestrant und Fulvestrant mit 20% CAF-

CM erfolgte am Tag 5 und Tag 7. Erwartungsgemäß konnte Fulvestrant die Zellproliferation 

sowohl am Tag 5 als auch am Tag 7 signifikant inhibieren. Nach 5 Tagen Inkubation ließ sich in 

Gegenwart von Fulvestrant 27% der Zellmasse im Vergleich zur Kontrolle nachweisen, nach 7 

Tagen sogar nur 11% (Abb. 3). Der Einfluss von CAF-CM auf das Wachstum in Abwesenheit 

von Fulvestrant war gering. In Abwesenheit von Fulvestrant konnte das Wachstum durch den 

Einfluss von CAF-CM statistisch signifikant um das 1,3-fache am Tag 5 gegenüber der 

Kontrollbedingung gesteigert werden. Am Tag 7 nahm das Zellwachstum jedoch wieder auf das 

0,8-fache im Vergleich zur Kontrolle ab. In Anwesenheit von Fulvestrant erlangten die Zellen 

unter dem Einfluss von CAF-CM einen signifikanten Wachstumsanstieg um das 2,5-fache am 

Tag 5 und um das 4,8-fache am Tag 7 im Vergleich zu Fulvestrant ohne CAF-CM. Während 

also CAF-CM kaum Einfluss auf das Wachstum der MCF-7-Zellen in Abwesenheit von 

Fulvestrant hatte, erhöhte CAF-CM das Wachstum in Gegenwart von Fulvestrant deutlich. Dies 

lässt den Schluss zu, dass CAF-CM MCF-7 Brustkrebszellen gegenüber dem Antiöstrogen 

Fulvestrant desensibilisiert. 
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Abb. 3: Wachstums-Assay mit MCF-7 Zellen: Wirkung von 20% CAF-CM, Fulvestrant, sowie 
20% CAF-CM + Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-Werte 
nach Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = relative light units, K = Kontrolle, 
CM = CAF-CM, F = Fulvestrant, F + CM = Fulvestrant + CAF-CM 

 

T47D-Brustkrebszellen (ERa+) 

Das Wachstum von T47D-Zellen wurde ebenfalls am Tag 5 und 7 nach Aussaat ausgewertet. 

T47D-Zellen zeigten eine geringere Fulvestrantsensibilität als MCF-7-Zellen. Das 

Wachstumslevel konnte durch Fulvestrant nach einer Inkubation von 5 Tagen nur um das 0,8-

fache gesenkt werden, am Tag 7 um das 0,6-fache. Unter dem Einfluss von CAF-CM zeigte 

diese Zelllinie eine deutliche Wachstumssteigerung in Abwesenheit von Fulvestrant um das 1,8-

fache am Tag 5 und um das 2,5-fache am Tag 7. In Gegenwart von Fulvestrant bewirkte CAF-

CM eine Wachstumssteigerung um das 1,3-fache (Tag 5) bzw. um das 1,4-fache (Tag 7). Da 

T47D-Zellen auch in Abwesenheit von Fulvestrant auf CAF-CM mit erhöhter 

Wachstumsaktivität reagierten, ist der Wachstumsimpuls durch CAF-CM Fulvestrant-

unabhängig. 

   

Abb. 4: Wachstums-Assay mit T47D Zellen: Wirkung von 20% CAF-CM, Fulvestrant, sowie 
20% CAF-CM + Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-Werte 
nach Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = relative light units, K = Kontrolle, 
CM = CAF-CM, F = Fulvestrant F + CM = Fulvestrant + CAF-CM 
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BT474-Brustkrebszellen (ERa+, Her2+) 

Aufgrund des langsameren Wachstums der BT474-Zellen im Vergleich zu MCF-7- und T47D-

Zellen wurde das Zellwachstum der BT474-Zellen am Tag 5 und am Tag 11 gemessen. In 

Abbildung 5 ist zu erkennen, dass der wachstumsinhibierende Effekt von Fulvestrant auf 

BT474-Zellen deutlich schwächer ist als bei MCF-7 Zellen. Innerhalb einer Inkubationszeit von 

5 Tagen hatte Fulvestrant keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum der BT474-Zellen. 

Eine Inkubationszeit von 11 Tagen reduzierte das Wachstum um das 0,6-fache der Kontrolle. 

Unter dem Einfluss von CAF-CM zeigten BT474-Zellen ein signifikant 1,2-fach gesteigertes 

Wachstum innerhalb von 5 Tagen. Auch in Gegenwart von Fulvestrant konnte CAF-CM im 

gleichen Zeitraum eine Wachstumssteigerung um das 1,2-fache, im Vergleich zu allein mit 

Fulvestrant behandelten Zellen, bewirken. Nach 11 Tagen Inkubation war ein 

wachstumsfördernder Effekt von CAF-CM weder in An- noch in Abwesenheit von Fulvestrant 

erkennbar. 

   

Abb. 5: Wachstums-Assay mit BT474 Zellen: Wirkung von 20% CAF-CM, Fulvestrant, sowie 
20% CAF-CM + Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-Werte 
nach Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005; RLU = relative light units, K = Kontrolle, 
CM = CAF-CM, F = Fulvestrant, F + CM = Fulvestrant + CAF-CM 

 

SKBR3-Brustkrebszellen (Her2+) 

Die Ergebnisse des Wachstumsassays mit der ERa-negativen, Her2-positiven SKBR3-Zelllinie, 

dargestellt in Abbildung 6, zeigen erwartungsgemäß keinen wachstumsinhibierenden Effekt 

durch Fulvestrant. Interessanterweise steigerte Fulvestrant sogar das Wachstum innerhalb von 8 

Tagen. Am Tag 8 war die Zellpopulation um das 1,2-fache signifikant höher als unter der 

Kontrollbedingung. CAF-CM hatte einen starken, statistisch signifikanten hemmenden Effekt 
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auf das Wachstum. Das galt sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Fulvestrant. Damit 

zeigte CAF-CM auf SKBR3-Zellen einen negativen Effekt auf das Brustkrebszellwachstum. 

   

Abb.  6: Wachstums-Assay mit SKBR3 Zellen: Wirkung von 20% CAF-CM, Fulvestrant, sowie 
20% CAF-CM + Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-Werte 
nach Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = relative light units, K = Kontrolle, 
CM = CAF-CM, F = Fulvestrant, F + CM = Fulvestrant + CAF-CM 

 

MDA-MB-231-Brustkrebszellen (tripel-negativ) 

Da MDA-MB-231-Zellen eine hohe Zellteilungsrate haben, wurde schon am Tag 3 des 

Experiments eine Auswertung vorgenommen, eine weitere am Tag 5. Erwartungsgemäß zeigte 

Fulvestrant keinen Effekt auf das Zellwachstum dieser ERa-negativen Zelllinie (Abb. 7). CAF-

CM allein und in Kombination mit Fulvestrant hatten innerhalb einer Inkubationszeit von 3 

Tagen keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das Wachstum. Innerhalb von 5 Tagen 

konnte eine geringfügige, jedoch signifikante Wachstumsabnahme um das 0,9-fache unter dem 

Einfluss von CAF-CM im Vergleich zur Kontrollbedingung beobachtet werden. D.h. CAF-CM 

hat kaum Einfluss auf das bereits starke Wachstum der MDA-MB-231-Zellen. 
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Abb. 7: Wachstums-Assay mit MDAMB231 Zellen: Wirkung von 20% CAF-CM, Fulvestrant, 
sowie 20% CAF-CM + Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-
Werte nach Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = relative light units, K = 
Kontrolle, CM = CAF-CM, F = Fulvestrant, F + CM = Fulvestrant + CAF-CM 

 

BT20-Brustkrebszellen (tripel-negativ) 

Die Auswertung des Wachstums der ERa-negativen Zelllinie BT20 erfolgte am Tag 5 und am 

Tag 7. Wie bei den tripel-negativen MDA-MB-231-Zellen hatte Fulvestrant keinen Effekt auf 

das Wachstum von BT20-Zellen (Abb. 8). Durch CAF-CM erhielten BT20-Zellen eine geringe 

Wachstumsstimulation, welche nur am Tag 7 sichtbar war. Die Zellmasse war zu diesem 

Zeitpunkt statistisch signifikant um das 1,2-fache höher als unter Kontrollbedingungen. 
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Abb. 8: Wachstums-Assay mit BT20 Zellen: Wirkung von 20% CAF-CM, Fulvestrant, sowie 
20% CAF-CM + Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-Werte 
nach Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = relative light units, K = Kontrolle, 
CM = CAF-CM, F = Fulvestrant, F + CM = Fulvestrant + CAF-CM 
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Die Ergebnisse der Wachstumsuntersuchungen mit den sechs verschiedenen 

Brustkrebszelllinien sind in Tab. 7 zusammengefasst.  Fulvestrant hatte, wie erwartet, einen 

wachstumsinhibierenden Effekt nur auf die ERa-positiven Brustkrebszelllinien MCF-7, T47D 

und BT474, wobei T47D- und BT474-Zellen wesentlich weniger sensibel auf Fulvestrant 

reagierten als MCF-7-Zellen. Die geringe Fulvestrant-Sensitivität der BT474-Zellen geht 

wahrscheinlich auf die Expression von Her2 in diesen Zellen zurück, die eine Her2-getriebene 

Proliferation in Gegenwart von ERa-blockierenden Substanzen ermöglicht (Ross-Innes et al. 

2012). 

Tab. 7: Ergebnisse zur Wachstumsanalyse aller 6 untersuchten Zelllinien 

 

+ = signifikante Zunahme, (+) = nicht-signifikante Zunahme, - Abnahme, . = keine Änderung, 
+/- oder +/. = abhängig vom Tag der Analyse, IHC= Immunhistochemie, TN = tripel-negativ, 
Fulv = Fulvestrant 
 
Auffällig ist der starke Effekt von CAF-CM auf MCF-7-Zellen nur in Gegenwart von 

Fulvestrant, der für eine durch CAF-CM induzierte Desensibilisierung gegenüber Fulvestrant 

spricht. Bemerkenswert ist auch der positive Effekt von CAF-CM auf das Wachstum von T47D 

im Gegensatz zum stark negativen Effekt von CAF-CM auf das Wachstum von SKBR3-Zellen 

bis hin zur fehlenden oder kaum vorhandenen Beeinflussung des Wachstums von MDA-MB-

231 und BT20-Zellen durch CAF-CM. Diese Daten zeigen, dass unterschiedliche 

Brustkrebszellen sehr unterschiedlich auf das konditionierte Medium von Carcinom-assoziierten 

Fibroblasten reagieren. 
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4.2 Einfluss von CAF-CM auf die Expression von Bcl-3 und anderer CAF-CM-responsiver 

Gene 

Mit MCF-7-Zellen wurde gezeigt, dass CAF-CM die Expression oder den 

Phosphorylierungsstatus einer Reihe von Proteinen beeinflusst (Leyh et al. 2015). Eine erhöhte 

Expression unter CAF-CM-Einfluss wurde für Bcl-3, Integrin β1, IGF1R und CAIX 

nachgewiesen, ein höherer Phosphorylierungsstatus für AKT und STAT3. Um zu testen, ob 

CAF-CM die Proteinexpression auch in den anderen getesteten Zelllinien verändert, wurden 

Westernblotanalysen durchgeführt. Außerdem wurde ein Antikörper gegen ERa und gegen 

Her2 eingesetzt, um den ERa- und Her2-Status der 6 Brustkrebszelllinien zu bestätigen.  

Zunächst wurden die Untersuchungen in Abwesenheit von CAF-CM durchgeführt. Diese 

Analysen ergaben, dass das Bcl-3-Proteinlevel bei den SKBR3-, MDA-MB-231- und BT20-

Zelllinien am höchsten von allen 6 Zelllinien ist (Abb. 9A). Ergänzend zu dieser Untersuchung 

wurde auch die Bcl-3-RNA-Expression mittels qPCR gemessen. Die höchsten Bcl-3-mRNA-

Level wurden in SKBR3- und BT474-Zellen ermittelt, die niedrigsten in MDA-MB-231- und 

BT20-Zellen. Folglich spiegeln die Bcl-3-RNA-Level nicht die Bcl-3-Proteinlevel wieder. Da 

die Spezifität des Anti-Bcl-3-Antikörpers durch Experimente mit Bcl-3-spezifischer siRNA 

nachgewiesen wurde (Leyh et al. 2015), kann man schließen, dass die Bcl-3-Proteinexpression 

auch posttranslational in Brustkrebszellen reguliert wird. Diese Annahme wird durch eine 2017 

publizierte Studie bestätigt, die zeigt, dass die Proteinstabilität von Bcl-3 durch 

Phosphorylierung moduliert werden kann, u.a. durch aktiviertes AKT und ERK2 (Wang et al. 

2017a). 

Große Unterschiede ließen sich auch in der Expression der anderen untersuchten Proteine 

nachweisen. So zeigte Integrin β1 die stärkste Expression in MDA-MB-231-Zellen, gefolgt von 

BT20- und BT474-Zellen. Im Gegensatz dazu war bei SKBR3-Zellen keine Proteinexpression 

von Integrin β1 nachweisbar. Der IGF1-Rezeptor ist bei 5 der 6 Zelllinien annähernd gleich 

stark exprimiert, während SKBR3-Zellen den IGF1R nicht exprimieren. CAIX ist stark 

exprimiert in MCF-7- und BT20- Zellen, nicht aber in T47D, BT474- und SKBR3-Zellen. AKT 

ist besonders stark phosphoryliert und damit aktiviert in BT20-Zellen, gefolgt von BT474-, 

SKBR3- und T47D-Zellen. Basale STAT3-Phosphorylierung ist vor allem in MDA-MB-231 

und BT20-Zellen zu beobachten. Die Kinasen ERK1/2 zeigten hingegen die höchste 

Aktivierungsstufe in MCF-7-Zellen und die niedrigste in BT474-Zellen. 

Folglich weisen die 6 Zelllinien ein sehr unterschiedliches Expressionsmuster für die 

untersuchten Proteine auf. 
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(A)           (B) 

  

Abb. 9: (A) Westernblot-Analyse zur Expression von ausgewählten Proteinen in den 
verschiedenen Brustkrebszelllinien, (B) Relatives Bcl-3-mRNA-Level bei den verschiedenen 
Brustkrebszelllinien, PME = Plasmamembranextrakt, CE = cytosolischer Extrakt, KE = 
Kernextrakt. 

 

Als nächstes wurde der Effekt von CAF-CM auf die Expression der ausgewählten Proteine bei 

den verschiedenen Brustkrebszellen untersucht (Abb. 10). 

Bei MCF-7-Zellen kann eine durch CAF-CM induzierende Aktivierung des PI3K/AKT-

Signalweges festgestellt werden, erkennbar an dem stärkeren Level von P-AKT im 

zytosolischen Extrakt. In BT474-Zellen führte CAF-CM ebenfalls zu einer Aktivierung des 

PI3K/AKT-Signalweges. Bei T47D-Zellen war eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges 

durch CAF-CM nicht detektierbar, ebenso nicht in MDA-MB-231- und BT20-Zellen. Die 

Aktivität des Ras/Raf/MEK1/ERK1/2–Signalweges wurde unter dem Einfluss von CAF-CM bei 

MCF-7-Zellen nicht erhöht, sondern eher erniedrigt, wie anhand des Levels von P-ERK1/2 zu 

erkennen ist. Eine geringere Aktivität dieses Signalweges bei CAF-CM-Behandlung ist auch bei 

BT474 -Zellen zu beobachten. Im Gegensatz dazu wird bei SKBR3- und MDA-MB-231-Zellen 

der Ras/Raf/MEK1/ERK1/2–Signalweg durch Zugabe von CAF-CM aktiviert. 

Ein erhöhtes P-STAT3-Level, welches bei 5 der 6 untersuchten Zelllinien (außer BT20-Zellen) 

in Gegenwart von CAF-CM beobachtet wurde deutet auf eine erhöhte Aktivität des 
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JAK2/STAT3-Signalweges hin. In BT474- und SKBR3-Zellen wurde zusätzlich auch die 

Gesamt-Expression von STAT3 durch CAF-CM erhöht. In den Extrakten der Plasmamembran 

fällt bei CAF-CM-behandelten MCF-7-Zellen eine Zunahme der Expression von Integrin β1, 

dem IGF1-Rezeptor sowie von CAIX auf. Ebenfalls ist eine Zunahme der Expression von 

Integrin β1 und IGF1R bei SKBR3-Zellen zu beobachten, bei MDA-MB-231 nur von Integrin 

β1. Im Gegensatz dazu sind bei T47D-Zellen der IGF1-Rezeptor und Integrin β1 sowohl unter 

Kontrollbedingungen als auch unter CAF-CM-Einfluss annähernd gleich stark exprimiert. Die 

Expression des IGF1R und auch der CAIX sind in MDA-MB-231-Zellen nach CAF-CM-

Behandlung sogar reduziert. Bei MCF-7-, BT474- und SKBR3-Zellen zeigten die Westernblot-

Ergebnisse eine erhöhte Expression von Bcl-3 unter dem Einfluss von CAF-CM. Bei den 

anderen drei Zelllinien ergaben sich keine nennenswerten Veränderungen in der Bcl-3-

Expression durch CAF-CM. 

Abb. 10: Westernblot-Analyse zur Untersuchung der Wirkung von 20% CAF-CM auf MCF-7-, 
T47D-, BT474-, SKBR3-, MDA-MB-231 (MDA)- und BT20-Zellen. PME = 
Plasmamembranextrakt, CE = cytosolischer Extrakt, KE = Kernextrakt. 

In Abbildung 11 ist zu sehen, dass auch die Bcl-3-mRNA-Expression durch den Einfluss von 

CAF-CM erhöht wird und zwar signifikant bei 4 der 6 untersuchten Zelllinien (MCF-7, T47D, 
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SKBR3 und BT20), zum Beispiel um das 2-fache bei MCF-7-Zellen und um das 2,3-fache bei 

T47D-Zellen. Damit steigerte CAF-CM in MCF-7- und SKBR3-Zellen sowohl das Bcl-3-RNA- 

als auch das Bcl-3-Proteinlevel, während es in T47D- und BT20-Zellen nur das Bcl-3-RNA-

Level ansteigen ließ. Wiederum zeigt sich, dass eine Veränderung der Bcl-3-RNA-Expression 

nicht zwangsläufig zu einer Veränderung der Bcl-3-Proteinexpression führen muss.  

 

Abb. 11: Effekt von CAF-CM auf die Bcl-3-mRNA-Expression in den 6 Zelllinien 

Die Werte zeigen das arithmetische Mittel von 3 Werten ± Standardabweichung, P-Werte nach 
Student`s t-Test: *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005 

 

Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass die Reaktionen der verschiedenen Zelllinien auf CAF-CM 

sehr heterogen sind. Die größte Gemeinsamkeit, die an dieser Stelle hervorgehoben werden 

kann, ist die Erhöhung des P-STAT3-Levels bei 5 der 6 untersuchten Zelllinien, die Steigerung 

der Bcl-3-RNA-Expression in 4 Zelllinien, die Erhöhung in der Bcl-3-Proteinexpression in 3 

Zelllinien und der Anstieg von Integrin β1 in 3 Zelllinien. 
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Tab. 8: Ergebnisse zur Proteinanalyse aller 6 untersuchten Zelllinien 

 

+ = signifikante Zunahme, (+) = nicht-signifikante Zunahme, - Abnahme, . = keine Änderung, 
IHC = Immunhistochemie, TN = tripel-negativ 
 

4.3 Effekt von CAF-CM auf die IGFBP5-RNA-Expression  

Neben einer Erhöhung der Expression einiger Gene bewirkte CAF-CM auch eine Senkung in 

der Expression anderer Gene. Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang IGFBP5, das 

in MCF-7-Zellen invers zu Bcl-3 exprimiert wird und die Bcl-3-Expression unterdrückt (Leyh 

et al. 2015). 

Es sollte nun untersucht werden, inwieweit CAF-CM die IGFBP5-Expression in den 6 

Zelllinien beeinflusst. CAF-CM reduzierte das IGFBP5-RNA-Level auf 17% im Vergleich zur 

Kontrolle in MCF-7-Zellen. Bei T47D-Zellen erzeugte CAF-CM eine statistisch signifikante 

Herunterregulierung auf 55% und bei BT474- und SKBR3-Zellen auf 30% des Kontrollwertes. 

Bei BT20-Zellen zeigte CAF-CM nur tendenziell einen reduzierenden Effekt auf die IGFBP5-

Expression, während bei MDA-MB-231-Zellen CAF-CM das in diesen Zellen sehr niedrige 

IGFBP5-Level (Vgl. Abb. 13) erhöhte. Die Ergebnisse zeigen, dass CAF-CM das IGFBP5-

Level in 4 der 6 Zelllinien signifikant senkt. In drei von diesen Zelllinien (MCF-7, T47D und 

SKBR3) wurde parallel ein Anstieg in der Bcl-3-mRNA-Expression beobachtet (Vgl. Abb. 11). 
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Abb. 12: Der Effekt von CAF-CM auf die IGFBP5-mRNA-Expression in den 6 Zelllinien 

Werte zeigen das arithmetische Mittel von 3 Werten ± Standardabweichung, P-Werte nach 
Student`s t-Test *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005 

 

4.4 Bedeutung von IGFBP5  

4.4.1 Mögliche inverse Korrelation zwischen IGFBP5- und Bcl-3- RNA-Expression  

Um den bei MCF-7–Zellen gezeigten inversen Zusammenhang zwischen der IGFBP5- und Bcl-

3-Expression bei den anderen hier verwendeten Zelllinien zu untersuchen, wurden zunächst die 

relativen IGFBP5-und Bcl-3-mRNA-Level der 6 verschiedenen Zelllinien mittels Q-RT-PCR 

gemessen. Die Daten für Bcl-3 sind bereits in Abb. 9B dargestellt, die für IGFBP5 in Abb. 13. 

Für beide mRNAs lassen sich stark unterschiedliche Level in den Zelllinien feststellen. Das Bcl-

3-mRNA-Level ist bei SKBR3-Zellen am höchsten und bei MDA-MB-231 Zellen am 

niedrigsten (Abb. 9B), während T47D-Zellen die höchsten IGFBP5-mRNA-Level zeigten und 

MDA-MB-231-Zellen kaum IGFBP5-mRNA produzieren (Abb. 13). In Abb. 14 sind die RNA-

Expressionen der beiden Gene gegenüber gestellt. Es war keine inverse Korrelation zwischen 

beiden Genen erkennbar. 
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Abb. 13: Relatives IGFBP5-mRNA-Level bei den verschiedenen Brustkrebszelllinien 

 

 

Abb. 14: Fehlende Korrelation zwischen der IGFBP5- und Bcl-3-Expression.  

Eine Erklärungsmöglichkeit hierfür wäre, dass die Expression von Bcl-3 und IGFBP5 auch von 

anderen Faktoren abhängig ist. Um einen Zusammenhang zwischen der Bcl-3- und IGFBP5-

Expression innerhalb einer Zelllinie zu untersuchen, wurde die IGFBP5-Expression durch eine 

IGFBP5-spezifische siRNA (siIGFBP5) unterdrückt.  
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4.4.2 Einfluss von IGFBP5 auf die Bcl-3-Expression 

 

Abb. 15: Effekt der IGFBP5-spezifischen siRNA siIGFBP5 auf die IGFBP5-RNA-Expression 
in den verschiedenen Zelllinien, siL = si Luciferase, siIG = si IGFBP5 

In Abbildung 15 ist zu erkennen, dass der Knockdown mit siIGFBP5 in allen Zellen außer in 

MDA-MB-231-Zellen, welche kaum IGFBP5 produzieren (Vgl. Abb. 13), die IGFBP5-

Expression statistisch signifikant senken konnte.  

 

Abb. 16: Effekt der IGFBP5-spezifischen siRNA siIGFBP5 auf die Bcl-3-RNA-Expression in 
den verschiedenen Zelllinien, siL = si Luciferase, siIG = si IGFBP5 
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Um nun herauszufinden, ob IGFBP5 die Bcl-3-Expression in den verschiedenen Zellen 

reguliert, wurden die Bcl-3-Level unter dem Knockdown von IGFBP5 gemessen. Bei der MCF-

7-Zelllinie steigt das Bcl-3-RNA-Level bei der Herunterregulierung von IGFBP5 statistisch 

signifikant auf das ~1,7-fache an und auch bei BT474-Zellen ist eine tendenzielle Zunahme des 

Bcl-3-RNA-Levels durch den Knockdown von IGFBP5 zu erkennen (um das 1,5-fache im 

Vergleich von siLuc zu siIGFBP5) (Abb. 16).  

Anhand dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass die Bcl-3-Expression nur bei MCF-7- und 

BT474-Zellen von IGFBP5 reguliert wird. 

4.4.3 Bedeutung von IGFBP5 für die Effekte von CAF-CM auf Expression weiterer 

Proteine 

Vier der sechs Zelllinien zeigten eine Reduzierung des IGFBP5-mRNA-Levels unter dem 

Einfluss von CAF-CM (Abb. 12). Die Häufigkeit dieses Ereignisses warf die Frage auf, ob 

CAF-CM einige seiner Effekte auf die Expression der untersuchten Proteine über die Senkung 

des IGFBP5-Levels bewirkt. Um eine Senkung des IGFBP5-Levels in Abwesenheit von CAF-

CM zu erzielen, wurden die Zellen mit siIGFBP5 transfiziert. Kontroll-Zellen wurden mit der 

Kontroll-siRNA siLuc behandelt. MDA-MB-231-Zellen wurden von dieser Untersuchung 

ausgeschlossen, da ein siIGFBP5-Effekt auf die ohnehin kaum nachweisbare IGFBP5-

Expression nicht erkennbar war (Abb. 15).  

Bei MCF-7-Zellen konnte die durch CAF-CM-induzierte Aktivierung von AKT und der Anstieg 

der Bcl-3- und der CAIX-Expression durch siIGFBP5 nachgeahmt werden (Abb. 17). Bei 

BT474-Zellen erhöhte siIGFBP5 die Expression von Bcl-3,  STAT3 und ERK1/2, nicht jedoch 

von P-STAT3 und P-ERK1/2. Bei SKBR3-Zellen wurde mit siIGFBP5 das Bcl-3-Level sowie 

das STAT3-, aber nicht das P-STAT3-Level hochreguliert. Auf BT-20-Zellen bewirkte 

siIGFBP5 eine Senkung der STAT3-Expression und STAT3-Phosphorylierung und eine 

Erhöhung der P-ERK1/2-Expression. Zusätzlich wurde in vier Zelllinien (MCF-7, BT474, 

T47D und SKBR3) eine Reduktion des Integrin β1-Levels durch siIGFBP5 beobachtet, die 

entweder beide Isoformen des Proteins betraf (BT474-Zellen) oder nur die N-glykosylierte 

Form. Solche negativen Effekte waren nicht mit CAF-CM induziert worden. Unter CAF-CM 

zeigte sich eine Herunterregulierung bei T47D- und BT474-Zellen, bei den anderen Zelllinien 

jedoch eine Hochregulierung von Integrin β1.  

Diese Daten bestätigen zum einen den negativen Effekt von IGFBP5 auf die Bcl-3-Protein-

Expression in MCF-7-, BT474- und SKBR3-Zellen und zeigen zum anderen, dass einige CAF-

CM-Effekte durch Senkung von IGFBP5 erklärt werden können, z. B. die erhöhte STAT3-

Expression in BT474- und SKBR3-Zellen.  
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Abb. 17: Westernblot-Analyse zur Untersuchung der Wirkung von siIGFBP5 auf fünf der sechs 
Zelllinien. PME = Plasmamembranextrakt, CE = cytosolischer Extrakt, KE = Kernextrakt, g = 
glykosyliert, ng = nicht glykosyliert 

 

4.5 Einfluss von Bcl-3 auf das Zellwachstum 

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Bcl-3-Proteinexpression in drei Zelllinien (MCF-7, 

BT474 und SKBR3) durch CAF-CM induziert wird und basal in drei Zelllinien (SKBR3, MDA-

MB-231 und BT20) stark exprimiert ist. Nachdem frühere Untersuchungen in unserem Labor 

gezeigt haben, dass Bcl-3 einen Einfluss auf das Wachstum von MCF-7-Zellen insbesondere in 

Gegenwart von Fulvestrant hat (Leyh et al. 2015) sollte nun getestet werden, inwieweit Bcl-3 

auch als Wachstumsfaktor bei den anderen Zelllinien fungiert. Dazu wurde eine Bcl-3-

spezifische siRNA benutzt. Das Wachstum wurde sowohl in Gegenwart als auch in 

Abwesenheit von Fulvestrant untersucht. 

Das Zellwachstum von MCF-7-Zellen nahm unter dem Einfluss von siBcl-3 in Gegenwart und 

Abwesenheit von Fulvestrant signifikant ab (Abb. 18). Bei den siBcl-3-behandelten Zellen ohne 

Fulvestrant wurde im Vergleich zur Kontrolle (siLuc-behandelte Zellen) nach 5 Tagen 
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Inkubationszeit eine Zellmasse von 20% gemessen. In Gegenwart von Fulvestrant und siBcl-3 

zeigten sich eine Reduktion auf 10% im Vergleich zur Kontrolle. T47D-Zellen zeigten 

tendenziell die gleichen Effekte wie MCF-7-Zellen unter siBcl-3, jedoch waren die Ergebnisse 

statistisch nicht signifikant. Bei BT474-Zellen war kein signifikanter Effekt unter siBcl-3 auf 

das Zellwachstum zu erkennen. SKBR3- und BT-20-Zellen zeigen, ähnlich wie MCF-7-Zellen, 

in der Tendenz ein Bcl-3-abhängiges Wachstum (Abb. 19). Auf MDA-MB-231-Zellen scheint 

eine Herunterregulierung von Bcl-3 keinen Wachstumseffekt zu haben. 

 

Abb. 18: Wachstums-Assay mit MCF-7-, T47D- und BT474 Zellen: Wirkung von siBcl-3 (siB) 
in Gegenwart und Abwesenheit von Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung, P-Werte nach Student`s t-Test *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = 
relative light units, siL = si Luciferase, siB = si Bcl-3, K = Kontrolle, F = Fulvestrant 
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Abb. 19: Wachstums-Assay mit SKBR3-, MDA-MB-231- und BT20-Zellen: Wirkung von 
siBcl-3 (siB) in Gegenwart und Abwesenheit von Fulvestrant, n = 4, Werte sind Mittelwerte ± 
Standardabweichung, P-Werte nach Student`s t-Test *< 0,05, **< 0,01, ***< 0,005, RLU = 
relative light units, siL = si Luciferase, siB = si Bcl-3, K = Kontrolle, F = Fulvestrant 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass 4 der 6 Zelllinien signifikant oder tendenziell ein 

Bcl-3-abhängiges Wachstum zeigen. Es ist daher wahrscheinlich, dass eine Erhöhung des Bcl-3-

Levels zu der zum Teil durch CAF-CM induzierten Wachstumssteigerung beiträgt. 

4.6 Bedeutung von IL-6 für die Effekte von CAF-CM auf Brustkrebszellen 

4.6.1 Einfluss von IL-6 auf die CAF-CM-responsiven Proteine 

Ein Hauptfaktor in CAF-CM ist Interleukin-6 (IL-6) (Dittmer et al. 2019). Es war daher von 

Interesse zu untersuchen, inwieweit dieses Zytokin die beobachteten Effekte von CAF-CM 

nachahmen kann. Zunächst wurde die Wirkung von IL-6 auf die Expression der CAF-CM-

responsiven Proteine mittels Westernblot-Analyse getestet. 

In den Westernblot-Analysen in Abb. 20 ist zu erkennen, dass IL-6 die Expression von Bcl-3 

bei allen Zelllinien ausgenommen der MDA-MB-231-Zellen erhöht. Die P-STAT3-Expression 

wurde bei allen Zelllinien heraufreguliert. Das STAT3-Level wurde in 4 der 6 Zelllinien (außer 

T47D- und MDA-MB-231-Zellen) durch IL-6 gesteigert. Ein positiver Effekt von IL-6 wurde 

bei MCF-7, SKBR3- und BT20-Zellen auch auf die IGF1R-Proteinexpression beobachtet, bei 

MCF-7-, BT20- und MDA-MB-231-Zellen zusätzlich auf die Integrin β1-Expression. Das P-

AKT-Level wurde in SKBR3- und BT20-Zellen durch IL-6 erhöht, was nicht mit CAF-CM bei 

diesen Zellen beobachtet wurde. Andererseits hatte IL-6 im Gegensatz zu CAF-CM keinen 

Effekt auf P-AKT in MCF-7- und BT474-Zellen. In MCF-7-Zellen wurde außerdem die 
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Expression der CA IX durch IL-6 angehoben. Außerdem reduzierte IL-6, ähnlich wie CAF-CM, 

die Expression von IGF1R und CAIX in MDA-MB-231-Zellen. 

 

 

Abb. 20: Westernblot-Analyse zur Untersuchung der Wirkung von IL-6 (300 ng/ml) auf die 
Expression von CAF-CM-responsiven Proteinen. PME = Plasmamembranextrakt, CE = 
cytosolischer Extrakt, KE = Kernextrakt, Ktrl = Kontrolle, IL-6 = Interleukin 6  
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Tab. 9: Gegenüberstellung der CAF-CM- und IL-6-Effekte auf die Proteinexpressionen. 

(Unterschiede zu CAF-CM sind umrahmt gekennzeichnet) 

 

 

+ = signifikante Zunahme, -  = signifikante Abnahme, . = keine Änderung, TN = tripel-negativ 

4.6.2 Einfluss von IL-6 auf das zelluläre Wachstum 

Als nächstes wurden mögliche Effekte von IL-6 auf das Zellwachstum der verschiedenen 

Zelllinien getestet. IL-6 hat eine leicht reduzierende Wirkung auf das Wachstum von MCF-7-

Zellen in Abwesenheit von Fulvestrant und einen schwach erhöhenden (bei 100 ng/ml) oder 

keinen Effekt (bei 300 ng/ml) auf das Wachstum in Anwesenheit von Fulvestrant. Bei T47D- 
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und BT474-Zellen war eine leichte Senkung des Wachstums durch IL-6 in allen Fällen zu 

beobachten. Ähnlich wie CAF-CM hatte auch IL-6 bei einer Konzentration von 300 ng/ml einen 

stark negativen Effekt auf das Zellwachstum von SKBR3-Zellen. Nach drei Tagen Inkubation 

war in Gegenwart von IL-6 nur 50% der Zellmasse im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

nachweisbar. Auch 100 ng/ml IL-6 zeigte einen ähnlich wachstumsreduzierenden Effekt. In 

Gegenwart von Fulvestrant waren die wachstumsinhibierenden Effekte von IL-6 ähnlich wie in 

Abwesenheit des Antiöstrogens. MDA-MB-231-Zellen zeigten eine stark 

konzentrationsabhängige Wachstumsinhibition nach Zugabe von IL-6, unabhängig davon, ob 

Fulvestrant an- oder abwesend war. BT-20 Zellen wurden durch IL-6 kaum oder gar nicht im 

Wachstum beeinflusst (Abb. 21). 

 

 

Abb. 21: Wachstums-Assay mit MCF-7-, T47D-, BT474-, SKBR3-, MDA-MB-231- und BT20-
Zellen: Wirkung von IL-6 in An- und Abwesenheit von Fulvestrant und An- und Abwesenheit 
von IL-6 (100 oder 300 ng/ml), Kontrolle: n=6, Fulvestrant: n=6; alle übrigen Bedingungen: 
n=3,Werte sind Mittelwerte ± Standardabweichung, P-Werte nach Student`s t-Test: *< 0,05, 
**< 0,01, ***< 0,005, RLU = relative light units, K = Kontrolle, Fulv = Fulvestrant, 
IL-6 300 = Interleukin-6 (300 ng/ml), IL-6 100 = Interleukin-6 (100 ng/ml)
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5. Diskussion 

5.1 Wachstumsreaktionen von Brustkrebszelllinien auf Carcinom-assoziierte Fibroblasten 

in Gegenwart und Abwesenheit von Fulvestrant 

ERα-positive Mammakarzinome können im Rahmen einer endokrinen Therapie mit 

Antiöstrogenen behandelt werden. SERMs (selective estrogen receptor modulator), wie z.B. 

Tamoxifen, blockieren die ERα-Aktivität (Jordan 2006). SERDs (selective estrogen receptor 

downregulator), z.B. Fulvestrant, blockieren den ERα und regulieren ihn zusätzlich in seiner 

Expression herunter (Dowsett et al. 2005). Der Erfolg einer endokrinen Therapie ist limitiert 

durch eine Resistenzentwicklung der Zellen gegen Antiöstrogene. Ein Ziel dieser Arbeit war es, 

das Zellwachstum verschiedener Zelllinien in Gegenwart und Abwesenheit von CAF-CM und 

Fulvestrant zu untersuchen. 

Die ausgewählten Brustkrebszelllinien unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 

Hormonrezeptoreigenschaften und demnach auch in ihrer Fulvestrantsensibilität (Holliday und 

Speirs 2011). Wie vermutet reagierten nur die ERα-positiven Zellen sensibel auf das 

Antiöstrogen Fulvestrant, wobei T47D- und BT474-Zellen deutlich weniger im Wachstum 

durch Fulvestrant gehemmt wurden als MCF-7-Zellen. Bei BT474-Zellen ist dies vermutlich 

auf die erhöhte Her2-Expression zurückzuführen (vgl. Abb. 9A). T47D-Zellen scheinen unter 

Fulvestranteinfluss die ERα-Expression herunter zu regulieren und stattdessen den Her2/c-Src-

Signalweg zu aktivieren (Kirkegaard et al. 2014).  

Die Bedeutung des Tumormikromilieus für das Wachstum von Tumorzellen ist bereits intensiv 

erforscht. Ergebnisse von Shekhar et al. an verschiedenen Brustkrebszelllinien zeigen, dass 

Brustkrebszellen die Fähigkeit besitzen, Interaktionen mit stromalen Zellen, wie z.B. CAFs, 

einzugehen. Meist wird durch diese Tumor-Stroma-Interaktionen die Progression des Tumors 

gefördert (Quail und Joyce 2013; Kalluri 2016). Dies gilt insbesondere auch für die Entstehung 

von Chemo- und endokrinen Resistenzen (Paraiso und Smalley 2013; Dittmer und Leyh 2015; 

Kharaziha et al. 2012). Es gibt Hinweise, dass es durch Interaktion zwischen 

Brustkrebstumorzellen und CAFs zu einem Verlust der Tamoxifen-Sensitivität kommen kann, 

wenn die Tumorzellen Kontakt mit Fibroblasten hatten (Pontiggia et al. 2012). Dabei können 

einige von Fibroblasten sezernierte Faktoren die epitheliale Gestalt und hormonelle Sensitivität 

von Brustkrebszellen modulieren. Auch direkter Zell-Zell-Kontakt kann hier von Bedeutung 

sein (Shekhar et al. 2007). 
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Das Zellwachstum kann durch stromale Zellen auf verschiedene Arten beeinflusst werden. In 

direkten Co-Kulturversuchen wurde nachgewiesen, dass Fibroblasten das Zellwachstum von 

MCF-7- und anderen Brustkrebszellen stimulieren können (Shekhar et al. 2007). Allerdings 

bestehen in dieser Hinsicht große Unterschiede zwischen verschiedenen, aus Brustkrebs 

gewonnenen, Fibroblastenisolaten.  

Versuche an MCF-7-Zellen mit konditioniertem Medium von Fibroblasten konnten die 

Ergebnisse zunächst nicht reproduzieren. Daher wurde vermutet, dass die Effekte einen direkten 

Zellkontakt zwingend benötigen und lösliche Faktoren das Wachstum eher nicht unterstützen 

können (Samoszuk et al. 2005). Die Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten keinen 

Wachstumsvorteil von MCF-7 Zellen in Gegenwart von CAFs oder CAF-CM, jedoch wurde das 

Wachstum durch CAFs oder CAF-CM stark gesteigert, wenn die Zellen gleichzeitig Fulvestrant 

ausgesetzt waren. Für diesen positiven Effekt auf das Wachstum war ein direkter Zellkontakt 

zwischen MCF-7-Zellen und CAFs also nicht notwendig (Leyh et al. 2015). Ein Ziel der 

vorliegenden Arbeit war, die Effekte von CAF-CM auch auf weitere fünf Zelllinien zu 

untersuchen. Die Ergebnisse bestätigten zunächst, dass CAF-CM das Wachstum von MCF-7-

Zellen in Gegenwart, aber nicht in Abwesenheit von Fulvestrant stimuliert. Ein tendenziell 

ähnliches Ergebnis wurde mit BT474-Zellen erzielt, wenn auch der Effekt von CAF-CM auf das 

Wachstum in Gegenwart von Fulvestrant weit geringer war. Des Weiteren übt CAF-CM einen 

positiven Wachstumsimpuls auf T47D-Zellen aus, jedoch unabhängig davon, ob Fulvestrant 

vorhanden ist oder nicht. Das Wachstum von BT20-Zellen wurden ebenfalls leicht durch CAF-

CM stimuliert, während das Wachstum von MDA-MB-231- und SKBR3-Zellen durch CAF-

CM gehemmt wurden, im Falle von SKBR3-Zellen sogar stark.  

Insgesamt lässt sich feststellen, dass CAF-CM heterogene Reaktionen bei den 6 Zelllinien 

unterschiedlicher Subgruppen hervorrief. Es wurde das Zellwachstum zum Teil stark positiv, 

aber auch negativ beeinflusst. Das Wachstum der ERa-positiven Zelllinien in Gegenwart von 

Fulvestrant wurde ebenfalls sehr unterschiedlich durch CAF-CM beeinflusst, so dass eine 

Desensibilisierung durch CAF-CM gegenüber Fulvestrant stark von der jeweiligen Zelllinie 

abhängt. Die Daten zeigen, dass trotz einiger Gemeinsamkeiten eine generelle Aussage über die 

Reaktion von Mammakarzinomzellen auf CAF-CM hinsichtlich einer Wachstumsförderung 

nicht getroffen werden kann. 

5.2 Einfluss von CAF-CM auf die Bcl-3-Expression 

Ergänzend zu den in der Einleitung erwähnten onkogenen Effekten von Bcl-3 ist beschrieben, 

dass es zur Resistenzentstehung bei Brustkrebszellen beitragen kann (Cogswell et al. 2000). 

Bcl-3 aktiviert den NF-kB-Signalweg, dessen Bedeutung für die Resistenzentstehung beim 

Brustkrebs hinlänglich belegt ist (Saha et al. 2016; Cao et al. 2009).  
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Das basale Bcl-3-Level in dieser Arbeit war signifikant in den Her2-positiven Tumorzellen 

erhöht. Ähnliche Ergebnisse wurden in Her2-positiven Tumorgeweben gezeigt (Wakefield et al. 

2013). In dieser Arbeit war das basale Bcl-3-RNA-Level in den Her2-positiven Zelllinien 

(BT474- und SKBR3-Zellen) am höchsten. Das Bcl-3-Proteinlevel war jedoch vor allem bei den 

tripel-negativen Zelllinien (MDA-MB-231- und BT20-Zellen) und den SKBR3-Zellen am 

stärksten. Aus bisher noch nicht bekannten Gründen scheint die Bcl-3-mRNA bei BT474-Zellen 

nicht zwangsläufig zu einer erhöhten Proteinexpression zu führen. Vermutlich wird die 

Proteinexpression von Bcl-3 auch durch post-transkriptionale Mechanismen reguliert. 

CAF-CM konnte bei 4 der 6 untersuchten Zelllinien (MCF-7-, BT474-, SKBR3- und BT20-

Zellen), darunter sowohl ERα-positive als auch ERα-negative Zelllinien, die Bcl-3-RNA 

steigern. Eine erhöhte Proteinexpression unter dem Einfluss von CAF-CM war nur bei 3 der 6 

Zelllinien (MCF-7-, BT474- und SKBR3-Zellen) zu sehen. Somit übt CAF-CM keinen 

einheitlichen Effekt auf die Bcl-3-Expression und damit auf das Bcl-3-vermittelte Zellwachstum 

aus. Allerdings lässt sich festhalten, dass die beobachteten Veränderungen nicht nur für eine 

einzelne Zelllinie gezeigt wurden, sondern dass die Veränderung der Bcl-3-Expression ein 

häufiges Ereignis bei der Interaktion von CAFs mit Brustkrebszellen zu sein scheint. 

Interessanterweise wird Bcl-3 schon als potenzieller Kandidat für therapeutische Interventionen 

bei Brustkrebs diskutiert (Wakefield et al. 2013). Damit würde die CAF-CM-induzierte Bcl-3-

Expression auch therapeutisch von Bedeutung sein.  

5.3 Einfluss von CAF-CM auf die Proteinexpression weiterer Gene 

Außer auf Bcl-3 zeigte CAF-CM auch einen relevanten Einfluss auf die Expression anderer 

Proteine sowie auf deren Phosphorylierung. So führte die Inkubation mit CAF-CM zu einer 

Erhöhung des P-STAT3-Proteinlevels bei 5 der 6 Zelllinien. Sasser et al. beschrieben ebenfalls, 

dass stromale Zellen zu einer STAT3-Aktivierung in 3 ERα-positiven Brustkrebszellen (MCF-

7-, BT474-, T47D-Zellen) führten (Sasser et al. 2007).  

Das Integrin β1-Proteinlevel wurde bei 3 der 6 Zelllinien heraufreguliert. Als typischer Vertreter 

der Integrine beeinflusst Integrin β1 die Zell-Zell-Interaktion und ist an der Regulation der 

PI3K/AKT- und Ras/Raf/MEK/ERK1/2- Signalkaskaden beteiligt (Rathinam und Alahari 

2010). STAT3, Integrin β1 sowie ERK1/2 spielen für die Progression des Mammakarzinoms 

eine große Rolle (Jones et al. 2016; Yao et al. 2007; Huang et al. 2011; Yu et al. 2007). Es ist 

bekannt, dass Fibroblasten die Fibronektinkonzentration erhöhen, wodurch die Signalkaskade 

über Integrin β1 stärker aktiviert wird. Neben den löslichen Faktoren von Fibroblasten 

beeinflusst vor allem Fibronektin die Entstehung einer Tamoxifenresistenz (Pontiggia et al. 

2012). Bei der Entstehung einer endokrinen Resistenz spielt oft die Aktivierung des PI3K/AKT-

Signalweges eine Rolle (Osborne und Schiff 2011). Der PI3K-Signalweg wurde in den 
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Versuchen dieser Arbeit durch CAF-CM besonders stark bei nur 2 der 6 Zelllinien aktiviert. Es 

scheinen also noch weitere Signalkaskaden von Bedeutung zu sein. 

Die sehr unterschiedlichen Veränderungen der Expressionsmuster der 6 Zelllinien nach 

Behandlung mit CAF-CM zeigen wie heterogen Brustkrebszellen auf stromale Zellen reagieren.  

5.4 Einfluss von CAF-CM auf die IGFBP5-Expression 

In der Einleitung wurden bereits die IGF-abhängigen Effekte von IGFBP5 erwähnt: die 

Interaktion von IGFBP5 mit IGF-1 und -2 und die folgende verminderte Aktivierung des IGF1-

Rezeptors, wodurch der Signalweg über die MAP-Kinase und/oder die Phosphoinositide-3-

Kinase weniger aktiviert wird. Wenn nun die Expression von IGFBP5 erniedrigt ist, kann es 

folglich zu einer verstärkten Aktivierung der Signalkaskaden über die MAP-Kinase und PI3-

Kinase kommen.  

Um den Effekt von CAF-CM auf IGFBP5 zu untersuchen, wurden zunächst die basalen 

IGFBP5-RNA-Level gemessen (vgl. Abb. 13). Dieses Level war sehr unterschiedlich bei den 6 

verschiedenen Zelllinien. Trotzdem konnte CAF-CM das IGFBP5-RNA-Level bei folgenden 4 

der 6 Zelllinien reduzieren: MCF-7, T47D, BT474, SKBR3. Bei diesen Zelllinien zeigte sich 

durch siIGFBP5 auch eine Herunterregulierung von Integrin β1. Bei 2 der Zelllinien war dies 

auch mit CAF-CM zu sehen. Bei den anderen beiden Zelllinien spielen möglicherweise andere 

Faktoren eine Rolle, welche zu einer Erhöhung von Integrin β1 führten. Bei BT20-Zellen zeigte 

sich eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante Reduzierung des IGFBP5-Levels durch CAF-

CM und bei MDA-MB-231-Zellen war die IGFBP5-Expression nach CAF-CM-Behandlung 

erhöht. Allerdings exprimieren MDA-MB-231-Zellen so wenig IGFBP5, dass eine IGFBP5-

Expression kaum nachweisbar war. In der Literatur ist beschrieben, dass die IGFBP5-mRNA-

Level in ERα-positiven Tumorgeweben höher sind als in ERα-negativen Geweben (Akkiprik et 

al. 2008). Die IGFBP5-Expression korreliert in Brustkrebsproben mit der ERα/PR-Positivität 

(Mita et al. 2007). In Übereinstimmung mit diesen Daten zeigen die Resultate dieser Arbeit 

besonders hohe IGFBP5-Expressionswerte in den ERa-positiven T47D- und BT474-Zellen und 

niedrigere Werte in den ERa-negativen SKBR3-, BT20- und MDA-MB-231-Zellen. Nur MCF-

7-Zellen exprimieren als ERa-positive Zellen relativ wenig IGFBP5. Trotz der 

unterschiedlichen basalen Expression reagierten die meisten untersuchten Zelllinien auf CAF-

CM mit einer Reduktion der IGFBP5-RNA-Expression. Es scheint also, dass unabhängig von 

der jeweiligen basalen IGFBP5-Expressionshöhe die Verminderung der IGFBP5-Expression 

infolge der Interaktion zwischen Brustkrebszellen und CAFs ein übliches Ereignis ist. 

Interessanterweise ist ein niedriges IGFBP5-Level in ERa-positiven Tumoren mit einer 

besseren Prognose verbunden (Mita et al. 2007). Und Becker et al. zeigten bei MCF-7-Zellen, 

dass eine erhöhte IGFBP5-Expression mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Becker et al. 
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2012). Ein Grund für die Widersprüchlichkeit dieser Ergebnisse könnten die verschiedenen 

verwendeten Brustkrebszelllinien oder Gewebe sein. In der Literatur wurden die Versuche an 

MCF-7-Zellen oder ERa-positiven Tumorgeweben durchgeführt.  

5.5 Zusammenhang zwischen der IGFBP5 und Bcl-3-Expression 

Daten unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass eine Reduzierung der IGFBP5-Expression zu einer 

erhöhten Bcl-3-Expression in MCF-7-Zellen führt (Leyh et al. 2015). In dieser Arbeit konnte 

diese Beobachtung bestätigt werden. Darüberhinaus konnte ein solcher Zusammenhang auch für 

BT474-Zellen gezeigt werden (vgl. Abb. 17). Eine inverse Veränderung in der IGFBP5- und 

Bcl-3–Expression nach CAF-CM-Behandlung konnte auch bei SKBR3-Zellen beobachtet 

werden. Allerdings konnte hier siIGFBP5 keine signifikante Erhöhung der Bcl-3-Expression 

bewirken, sodass in diesem Fall die beiden Ereignisse unabhängig voneinander sind. 

Das bedeutet, nur in MCF-7-Zellen und BT474-Zellen wird Bcl-3 durch IGFBP5 reguliert, 

während in SKBR3-Zellen die Regulation von Bcl-3 durch andere Faktoren erfolgt.  

In der Literatur wurden folgende mögliche IGFBP5-regulierende Faktoren bisher beschrieben: 

SNPs rs4442975 – dieser Single Nucleotide Polymorphismus interagiert mit dem IGFBP5-

Promoter und beeinflusst die IGFBP5-Expression bei Mammakarzinomzellen (Ghoussaini et al. 

2014). Des Weiteren kann Cortisol die IGFBP5-Transkription senken (Gabbitas et al. 1996). Es 

wurde außerdem gezeigt, dass Vitamin D die IGFBP5-Expression in MCF-7-Zellen steigern 

kann. Möglicherweise trägt IGFBP5 daher zu dem antiproliferativen Effekt von Vitamin D in 

dieser Brustkrebszelllinie bei (Rozen et al. 1997). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte keinen Effekt von siSTAT3 auf die IGFBP5 Expression bei MCF-

7-Zellen finden. Auch der Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) konnte IGFP5 nicht 

herunterregulieren (Leyh et al. 2015). 

Carcinom-assoziierte-Fibroblasten sezernieren des Weiteren große Mengen des Plasminogen-

Aktivator-Inhibitors Typ 1 (PAI-1). Dieser Protease-Inhibitor hat verschiedene Funktionen für 

z.B. die Migration, aber auch für die Tumorprogression. In der Arbeitsgruppe führten wir daher 

Versuche durch, in denen PAI-1 in CAFs mittels einer spezifischen siRNA herunterreguliert 

wurde. Durch den Knockdown änderte sich jedoch nichts an der Eigenschaft des CAF-CM, die 

IGFBP5-Expression in MCF-7-Zellen zu senken (Leyh et al. 2015). Neben den sezernierten 

Proteinen scheinen auch Mikrovesikel (Kim et al. 2012; Camussi et al. 2010) eine Rolle für die 

Induktion einer IGFBP5-Herunterregulierung einzunehmen. Das Potenzial solcher Vesikel für 

die Progression des Mammakarzinoms ist Gegenstand aktueller Forschung in der 

Arbeitsgruppe. 
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5.6 Einfluss von Bcl-3 auf das Zellwachstum 

In der Literatur ist bereits der Einfluss von Bcl-3 auf das Zellwachstum beschrieben (Viatour et 

al. 2004a). Leyh et al. zeigten einen Einfluss von Bcl-3 spezifisch auf das Wachstum von MCF-

7-Zellen (Leyh et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit konnten 3 weitere Zelllinien identifiziert 

werden, welche ebenfalls ein Bcl-3-abhängiges Wachstum zeigten. Dies sind neben den MCF-

7-Zellen die T47D-, SKBR3- und BT20-Zellen. Bcl-3 scheint daher von größerer Bedeutung für 

das Wachstum von Brustkrebszellen zu sein, als bisher angenommen. 

5.7 Einfluss von IL-6 auf die Proteinexpression 

Interleukin-6 (IL-6) übt verschiedene Funktionen, z.B. im Rahmen der B-Zell-Reifung oder 

einer Immunantwort als Akute-Phase-Protein aus (Heinrich et al. 1998). In der aktuellen 

Literatur gibt es Hinweise, dass IL-6 bei Tumoren als Wachstumsfaktor fungiert. Dazu zählt 

z.B. das Multiple Myelom (Kawano et al. 1988), das Prostata-Karzinom (Okamoto et al. 1997) 

oder das Gallengangskarzinom (Okada et al. 1994). Bezüglich des Mammakarzinoms wurde 

gezeigt, dass erhöhte IL-6-Level mit einem schlechteren klinischen Outcome assoziiert sind 

(Knüpfer und Preiss 2007). Des Weiteren ist bekannt, dass IL-6 die Zellmotilität fördert. Dies 

spielt eine wichtige Rolle für die Metastasierung von Tumorzellen (Arihiro et al. 2000).  

IL-6 konnte genau wie CAF-CM die BCL-3-RNA und Proteinexpression erhöhen. In der 

aktuellen Literatur wurde eine Induzierung der Bcl-3-Expression durch IL-6 unter anderem 

bereits bei Zellen des Multiplen Myeloms beschrieben. Die Bcl-3-Heraufregulierung trägt 

wahrscheinlich zu den IL-6-vermittelten anti-apoptotischen Effekten in Multiplen-

Myelomzellen bei (Brocke-Heidrich et al. 2006). IL-6 erhöhte die Bcl-3-Expression in dieser 

Arbeit bei 5 der 6 untersuchten Zelllinien. Weiterhin ist STAT3 eines der intrazellulären Ziele 

von IL-6 (Heinrich et al. 1998; Sasser et al. 2007; Casneuf et al. 2016). IL-6 steigerte in dieser 

Arbeit die P-STAT3-Expression bei 5 von 6 Zelllinien.  

Anhand meiner Daten lässt sich festhalten, dass IL-6 einige Effekte von CAF-CM erklären 

kann. Es waren jedoch auch Veränderungen unter IL-6 zu beobachten, die unter dem Einfluss 

von CAF-CM nicht zu sehen waren. CAF-CM enthält neben verschiedenen Zytokinen und 

sezernierten Faktoren vor allem Interleukin-6 (Dittmer et al. 2019). Es scheinen aber noch eine 

Reihe anderer Faktoren oder deren Zusammenspiel mit IL-6 im CAF-CM eine bedeutende Rolle 

zu spielen. In der Literatur wird außerdem IL-10 erwähnt. Man hat gezeigt, dass es ebenfalls 

über eine STAT3-Aktivierung die Bcl-3-Expression in Makrophagen erhöhen kann (Kuwata et 

al. 2003). Weitere Untersuchungen dieser Faktoren wären ein wichtiger Schritt für das 

Verständnis der Effekte von stromalen Zellen auf Tumorzellen. 
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5.8 Einfluss von IL-6 auf das Zellwachstum 

Über die Wirkung von Interleukin-6 auf das Wachstum bei Brustkrebs ist bisher bekannt, dass 

es das Wachstum von MCF-7-Zellen steigerte (Sasser et al. 2007). Man weiß, dass IL-6 die 

Differenzierung verschiedener Tumorzellen beeinflussen kann. Nicht nur Brustkrebszellen, 

auch Melanomzellen und Lungenkarzinomzellen scheinen davon betroffen zu sein (Hölzel et al. 

2013). Auf der anderen Seite haben Chiu et al. gezeigt, dass IL-6 bei ERα-positiven 

Brustkrebszellen die Proliferation über eine Induktion der Apoptose inhibierte (Chiu et al. 

1996). 

IL-6 reduzierte in den ATP-Assays dieser Arbeit das Wachstum von MCF-7-, T47D-, BT474-, 

SKBR3- und MDA-MB-231-Zellen. Erstaunlicherweise wirkte IL-6 bei BT20-Zellen gar nicht 

auf das Wachstum, führte aber auf Proteinebene zu zahlreichen Veränderungen. 

CAF-CM zeigte in vielen Fällen eine gegenteilige Wirkung zu IL-6. Man kann sagen, dass die 

IL-6-Effekte auf das Wachstum nicht allgemein mit denen von CAF-CM übereinstimmen. Eine 

Ausnahme bilden die SKBR3-Zellen. Bei dieser Zelllinie hatte das konditionierte Medium der 

CAFs denselben wachstumsinhibierenden Effekt wie IL-6. IL-6 kann, im Gegensatz zu CAF-

CM, keine Fulvestrant-Resistenz induzieren.  

Die Proteinveränderungen unter dem Einfluss von CAF-CM und IL-6 waren sehr ähnlich. 

Beispielsweise erhöhten beide die Bcl-3- und STAT3-Expression, dennoch konnte IL-6 keine 

der wachstumsfördernden Wirkungen von CAF-CM nachahmen.  

Entgegen der Annahme, dass IL-6 die Tumorprogression fördert (Sasser et al. 2007) zeigen 

diese Daten, dass IL-6 das Tumorwachstum bei allen untersuchten Zelllinien (außer bei MCF-7-

Zellen mit IL-6 100 ng/ml zusammen mit Fulvestrant) verminderte. Dies kann möglicherweise 

an den hier verwendeten Konzentrationen von IL-6 liegen. Verwendet wurden Konzentrationen 

von 100 oder 300 ng/ml IL-6. Allerdings zeigen neuere ergänzende Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe, dass auch bei kleineren Konzentrationen, wie 10 ng/ml, keine 

wachstumsfördernden Effekte von IL-6 erzielt werden konnten (Daten nicht gezeigt). Andere 

Arbeitsgruppen haben wachstumshemmende Wirkungen von IL-6 bei Konzentrationen von nur 

5 ng/ml mit MCF-7-Zellen nachweisen können (Chiu et al. 1996).  Es ist unklar, warum IL-6 in 

einigen Studien wachstumsfördernde und in anderen eine wachstumshemmende Wirkung auf 

Brustkrebszellen ausübt. Die Zusammensetzung des für das Wachstum verwendeten Serums, 

das je nach Herkunft des Serums sehr variieren kann, könnte eine Rolle spielen. 

Wachstumsfaktoren und Zytokine des Serums könnten die Wirkung von IL-6 beeinflussen. 
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5.9 Ausblick 

 

 

Abb. 22: Zusammenfassende Darstellung meiner Ergebnisse bezüglich des Einflusses von CAF-
CM auf die Protein- und/oder RNA-Expression sowie das Zellwachstum. Rot hinterlegter 
Hintergrund = RNA-Daten, grün hinterlegter Hintergrund = Protein-Daten, Zellproliferation 
symbolisch dargestellt, grüner Pfeil = Anstieg, roter Pfeil = Reduktion 

Abbildung 22 stellt den Einfluss von Carcinom-assoziierten Fibroblasten sowohl auf Protein-, 

als auch RNA-Ebene dar. Außerdem ist die Auswirkung auf das Zellwachstum symbolisch 

dargestellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit identifizieren IGFBP5 als bedeutenden Faktor, welcher 

bei der Interaktion zwischen CAFs und Mammakarzinomzellen unterschiedlicher Subgruppen 

eine Rolle zu spielen scheint. Das Ausmaß dieser Bedeutung für das Verständnis der 

Resistenzentwicklung gegen Antiöstrogene kann noch nicht vollständig abgeschätzt werden. 

Einige Autoren diskutieren bereits eine Nutzung von IGFBP5 als Biomarker, um das 

Ansprechen und Outcome einer Therapie bei Brustkrebs (Ahn et al. 2010), dem Retinoblastom 

(Xu et al. 2010) oder dem Adenokarzinomen des Kolons (Femia et al. 2010) vorherzusagen.  

Oft wird eine IGFBP5-Erhöhung bei Brustkrebs mit einer Tumorprogression in Verbindung 

gebracht. Beispielsweise war die IGFBP5-Expression in Proben von Lymphknoten-Metastasen 

erhöht (Hao et al. 2004). IGFBP5 könnte daher ein hilfreicher Marker für Lymphknoten-

Metastasen bei invasiven Mammakarzinomen sein (Wang et al. 2008). Des Weiteren wurde 

IGFBP5 bei Zellen des squamösen Zervixkarzinoms entdeckt und ist dort mit einer Progression 
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assoziiert. IGFBP5 könnte also auch hier ein Marker für die Tumorprogression im zervikalen 

Epithel darstellen (Miyatake et al. 2007). Auch in Ovarialkarzinom-Zellen wird IGFBP5 

exprimiert (Rho et al. 2008; Conover et al. 1998; Wang et al. 2006). Die Daten der angegebenen 

Literatur identifizieren IGFBPs als potenzielle Angriffsziele für die Entwicklung von neuen 

Chemotherapeutika (Weigel et al. 2014). 

Im Gegensatz zu den bisher erwähnten Effekten von IGFBP5 als Progressionsfaktor, gibt es 

Hinweise, dass IGFBP5 z.B. beim malignen Melanom Tumorwachstum und Metastasierung 

inhibiert (Wang et al. 2015).           

Es ist noch nicht eindeutig geklärt, ob IGFBP5 ein Tumorsuppressor oder ein Onkogen ist, ein 

Prädiktor für gute oder schlechte Prognose oder ein Biomarker fürs Überleben oder doch ein 

Biomarker für die Krankheitsprogression. Die entweder negative oder positive Wirkung von 

IGFBP5 auf die Karzinogenese und dessen Bedeutung für die Behandlung hängt entscheidend 

von dem Gewebetyp, Zelltyp und dem jeweiligen Mikromilieu ab (Güllü et al. 2012). 

Auch Bcl-3 scheint eine große Bedeutung als Wachstumsfaktor bei Brustkrebszellen unter einer 

endokrinen Therapie zuzukommen. Die Rolle von Bcl-3 gilt es in Zukunft weiter zu 

untersuchen. 

Der Stellenwert von Interleukin-6 wurde als potenzieller Mediator der CAF-CM-Effekte in 

dieser Arbeit näher betrachtet. Es stellte sich heraus, dass IL-6 nicht die gesamten Effekte des 

CAF-CMs erklären kann 
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6. Zusammenfassung 
Für Frauen steht Brustkrebs als Todesursache bei Krebserkrankungen weltweit an erster Stelle. 

Verschiedene beeinflussbare und nicht-beeinflussbare (z.B. genetische Veränderungen) 

Risikofaktoren tragen zur Entstehung eines Mammakarzinoms bei. Eine Einteilung dieser sehr 

heterogenen Erkrankung kann nach immunhistochemischen Kriterien oder basierend auf 

Genexpressionsanalysen erfolgen. Die Entstehung von endokrinen und Chemo- Resistenzen 

limitieren den Therapieerfolg. 

Es ist bekannt, dass die Interaktion zwischen der Tumorzelle und dem Tumorstroma 

Krankheitsbeginn, Progression und Prognose wesentlich beeinflussen.  

CAFs (Carcinom-assoziierte Fibroblasten) als wichtige Vertreter stromaler Zellen sezernieren 

verschiedene Faktoren, welche die Aktivität von Signalkaskaden beeinflussen und somit zur 

Entwicklung von Resistenzen gegen Antiöstrogene beitragen können. Zwei Proteine, IGFBP5 

und Bcl-3, spielen eine bedeutende Rolle bei der Entstehung einer Antiöstrogenresistenz. Es 

wurde mit MCF-7-Zellen gezeigt, dass stromale Faktoren das IGFBP5-Level reduzieren und 

gleichzeitig die Bcl-3-Expression erhöhen können. 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von CAFs auf die Gen- und Proteinexpression sowie das 

Wachstum von sechs Brustkrebszelllinien mit unterschiedlichem Subtypus in Gegenwart und 

Abwesenheit des Antiöstrogens Fulvestrant untersucht.  

Als erstes Resultat zeigte sich, dass abhängig von der Zelllinie, CAFs eine 

proliferationsfördernde oder auch proliferationsinhibierende Wirkung auf 

Mammakarzinomzellen haben können. 

Durch konditioniertes Medium Carcinom-assoziierter-Fibroblasten konnte bei vier Zelllinien 

die Bcl-3-mRNA-Expression und bei drei Zelllinien die Bcl-3-Proteinexpression gesteigert 

werden. Eine weitere Gemeinsamkeit ist die Heraufregulierung des P-STAT3-Proteinlevels bei 

5 der 6 untersuchten Zelllinien.  

CAF-CM konnte das IGFBP5-RNA-Level signifikant in 4 der 6 Zelllinien senken, wobei nur 

bei 2 Zelllinien die Bcl-3-Expression von IGFBP5 reguliert zu werden scheint. 

Das Protein Bcl-3 hat einen bedeutenden Einfluss auf das Zellwachstum. Vier der sechs 

Zelllinien zeigten ein Bcl-3-abhängiges Wachstum. Möglicherweise trägt also eine Erhöhung 

des Bcl-3-Levels zu der zum Teil durch CAF-CM induzierten Wachstumssteigerung bei.  

IL-6 als Hauptbestandteil von CAF-CM zeigte zum Teil die selben Effekte auf Proteinebene wie 

CAF-CM. Auf das Zellwachstum wirkte IL-6 allerdings proliferationsinhibierend.  
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Gegenstand der Diskussion ist die Bedeutung von IGFBP5 sowie der Stellenwert von Bcl-3 als 

Wachstumsfaktor bei Brustkrebszellen und die Bedeutung von IL-6 als partieller Mediator der 

CAF-CM-Effekte. 
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Thesen 
 

1. Stromale Zellen (CAFs) tragen zur Entwicklung von Resistenzen von Brustkrebszellen 

gegen Antiöstrogene bei. 

2. CAF-CM erhöht die Expression tumorrelevanter Genen und aktiviert tumorrelevante 

Signalkaskaden in Brustkrebszellen. 

3. Verschiedene Brustkrebszelllinien zeigen zum Teil erhebliche Übereinstimmungen in 

ihren Reaktionen auf CAF-CM. 

4. CAF-CM konnte die Bcl-3-RNA-Expression bei 4 der 6 untersuchten Zelllinien 

steigern. Die Bcl-3-Proteinexpression signifikant bei 3 Zelllinien. 

5. Durch CAF-CM wurde das P-STAT3-Level bei 5 der 6 untersuchten Zelllinien 

gesteigert. 

6. CAF-CM konnte das IGFBP5-Level bei 4 der 6 Zelllinien senken. 

7. In 3 Zelllinien wurde parallel zur Senkung des IGFBP5-Levels ein Anstieg der Bcl-3-

RNA-Expression beobachtet. 

8. 4 der 6 Zelllinien zeigten ein Bcl-3-abhängiges Wachstum. Eine Erhöhung des Bcl-3-

Levels trägt möglicherweise zu der durch CAF-CM induzierten Wachstumssteigerung 

bei. 4 der 6 Zelllinien zeigten ein Bcl-3-abhängiges Wachstum. 

9. Rekombinantes Interleukin-6 als Hauptbestandteil von CAF-CM kann die CAF-CM-

Effekte auf Proteinexpression und –aktivität zum großen Teil nachahmen. 

10. Rekombinantes Interleukin-6 ist jedoch nicht in der Lage, die positiven 

Wachstumseffekte von CAF-CM zu reproduzieren. 
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