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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Mammakarzinom stellt weltweit die haufigste Krebserkrankung der Frau dar. Im Jahr
2008 gab es schatzungsweise 1,4.000.000 neu diagnostizierte Brustkrebsfalle und
ungefahr 458.400 Todesfalle weltweit. Damit ordnet sich das Mammakarzinom weltweit
an funfter Stelle der Todesursachen aller Krebserkrankungen ein (Ferlay et al. 2010). In
der Bundesrepublik Deutschland lag die Neuerkrankungsrate des Mammakarzinoms im
Jahr 2010 bei 70.000 und die Sterberate bei 17.466 Frauen. Das Mammakarzinom ist
auch in Deutschland die haufigste Krebserkrankung der Frau. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 65 Jahren (RKI 2013).

Es gibt verschiedene Risikofaktoren, die das Auftreten des Mammakarzinoms
begtinstigen kénnen. Eine frihe Menarche und spate Menopause, Kinderlosigkeit und ein
héheres Alter von Erstgebarenden sind in der Literatur beschriebene Risikofaktoren
(Antoniou und Easton 2006). Die Verwendung oraler Kontrazeptiva und
Hormonersatztherapien tragen nach aktueller Datenlage ebenfalls zur Entwicklung von
Brustkrebs bei (Lacey et al. 2009). BRCA1, BRCA2 und p53-Genmutationen stellen gut
untersuchte genetische pradisponierende Faktoren fir die Entwicklung des
Mammakarzinoms dar, wobei genetische Faktoren im Allgemeinen nur in ungefahr
5-10 % der Falle fur die Entstehung von Brustkrebs verantwortlich sind (Antoniou und
Easton 2006, Bradbury und Olopade 2007).

1.1.2 Histopathologische Einteilung und Rezeptorstatus

Histopathologisch lasst sich das Mammakarzinom in das nichtinvasive Karzinom
(Carcinoma in situ) und das invasive Karzinom unterteilen. Das Carcinoma in situ kann
entsprechend dem Ursprungsgewebe weiter in das duktale Carcinoma in situ und das
lobulare Carcinoma in situ aufgeteilt werden. Das invasive Mammakarzinom wird
entsprechend in das lobular invasive und in das duktal invasive Mammakarzinom
gegliedert. Das lobular invasive Mammakarzinom macht mit 10 - 15 % gegenuber dem
dukatal invasiven Mammakarzinom mit ungefahr 75 % den geringeren Anteil aus
(Roessner et al. 2008).
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Erganzend zur histopathologischen Einteilung des Mammakarzinoms wird heute
zusatzlich eine Einteilung anhand des Rezeptorstatus vorgenommen. Dabei wird das
Vorhandensein oder Fehlen des Ostrogenrezeptors a (ERa), des Progesteronrezeptors
(PR) und des human epidermal growth factor receptor 2 (Her2/neu) mit

immunhistochemischen Nachweismethoden festgestellt (Chen und Russo 2009).

75 -80 % aller Brustkrebsarten sind Hormonrezeptor-positiv und exprimieren den ERa
und/oder PR. Bei 15 - 20 % der Mammakarzinome findet sich eine Uberexpression des
Her2/neu. In dieser Gruppe bilden etwa 50 % zusatzlich einen Ostrogen- oder

Progesteronrezeptor aus (Dawson et al. 2009, Fost et al. 2011).

1.1.3 Triple-negatives Mammakarzinom

Etwa 15 - 20 % der Mammakarzinome exprimieren immunhistochemisch weder den ERa
noch den PR und zeigen keine Uberexpression von Her2/neu. Diese heterogene, aus
unterschiedlichsten Tumorentitdten bestehende Gruppe wird in der Literatur haufig
unprazise als triple-negatives Mammakarzinom (triple-negative breast cancer, TNBC)
bezeichnet (Anders und Carey 2009, Dawson et al. 2009). Obwohl diese Gruppe der
Mammakarzinome unterschiedlichste Tumorsubtypen umfasst, wird im Folgenden der
Einfachheit halber und der Literatur folgend vom TNBC gesprochen. Die Bezeichnung
TNBC impliziert mit dem Fehlen des ERa, des PR und der fehlenden Uberexpression von
Her2/neu fehlende Angriffspunkte flr gezielte endokrine und immunologische
Krebstherapien. Dies ist der Hauptgrund fiir eine schlechtere Heilungschance und
Prognose, verkiirzte Uberlebenszeit und eine héhere Sterberate der an TNBC erkrankten
Frauen gegenuber anderen Rezeptor-exprimierenden Untergruppen des Mamma-
karzinoms (Kuo et al. 2012, Marotti et al. 2010). Histologisch zeichnet es sich durch eine
hohe Mitoseaktivitat und atypische Mitosefiguren aus. Des Weiteren lassen sich ein hoher
Ki-67-Proliferationsmarker und viele atypische Zellpleomorphien finden (Dawson et al.
2009). Das TNBC wird in der Literatur als schlecht differenziertes, hoch malignes und

sehr aggressives Karzinom charakterisiert (Chen und Russo 2009).
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1.2 Metastasierung und Invasion

1.21 Prozess der Metastasierung und Invasion

Der Begriff der Metastasierung beschreibt die Absiedelung eines bosartigen Tumors in
Entfernung vom Primartumor. Die entstehenden Absiedelungen des Primartumors werden
als Metastasen bezeichnet (Coghlin und Murray 2010). Bei vielen Krebserkrankungen des
Menschen lasst sich im Krankheitsverlauf friher oder spater eine Metastasenbildung
beobachten, die in den meisten Fallen zu einer deutlich schlechteren Krankheitsprognose
fuhrt. Schatzungsweise 90 % der Todesfalle bei Patienten mit einer Krebserkrankung sind
den Folgen einer Metastasierung zuzuschreiben (Hanahan und Weinberg 2000). Der
genaue Metastasierungsprozess ist bis heute nicht vollstandig geklart. In jungster Zeit hat
jedoch ein Wandel des Verstdndnisses vom Metastasierungsprozess stattgefunden. Die
Metastasierung wird nicht mehr allein als geozentrischer, zellautonomer Prozess, sondern
vielmehr als ein Systemmodell verstanden, in dem Interaktionen zwischen Tumorzellen

und der umgebenden Mikroumgebung stattfinden (Wai et al. 2013).

Coghlin und Murray (2010) beschreiben die Metastasierung als Migration und Invasion
von Krebszellen eines Primartumors in umliegendes Nachbargewebe und anschlieRenden
Einbruch in Blut- und LymphgefalRe, sodass eine Fernmetastasierung stattfinden kann.
Grundsatzlich lasst sich die Entstehung von Metastasen in mehrere Teilschritte gliedern.
Nachdem der Primartumor eine bestimmte Grof3e und eine umfangreiche Vaskularisation
erreicht hat, findet eine Invasion von Tumorzellen in das Nachbargewebe statt. Diese
erfolgt durch die Zerstérung der Basalmembran und Invasion in die extrazellulare Matrix
des umliegenden Gewebes. AnschlieBend kommt es zu einer Intravasation in umliegende
Lymph- und BlutgefalRe, in denen die Tumorzellen zirkulieren und das korperliche
Immunsystem umgehen mussen. Wenn die Krebszellen das Kapillarbett des Zielorgans
erreichen, folgt eine Extravasation aus dem Blut- und Lymphgefal3system in das
Zielgewebe. Im Zielgewebe findet schlieRlich Adhasion, Proliferation und Angiogenese
der entstandenen Mikrometastasen statt. Dort konnen die Krebszellen dann wiederum
Anschluss an den Systemkreislauf bekommen und weitere Metastasen bilden (Chambers
1999, Fidler 2003).

1.2.2 Metastasierung des primdaren Mammakarzinoms

Das primare Mammakarzinom zeigt eine ausgepragte Metastasierung, welche schon in
frihen Stadien stattfinden kann (Sant et al. 2003). Bei 6 - 10 % der Mammakarzinom-

patientinnen liegt zum Diagnosezeitpunkt bereits eine Fernmetastasierung vor. Die
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mittlere Uberlebenszeit dieser Frauen liegt zwischen zwei bis vier Jahren. Die
Haupttodesursache bei Patientinnen mit Brustkrebs ist somit nicht der Primartumor,

sondern das Vorliegen von Metastasen (Weigelt et al. 2005).

Das Mammakarzinom metastasiert auf verschiedenen Wegen in unterschiedliche
Zielorgane. Es kann Uber Lymphbahnen oder Lymphknoten benachbartes Haut- oder
Muskelgewebe infiltrieren. Aber auch die Metastasierung mit dem Blutfluss in die Lunge,
Knochen, Leber und Gehirn sind mdglich. Mortalitdt und Prognose des Mammakarzinoms

sind direkt mit dem Vorhandensein von Metastasen verknlpft (Davies 2014).

Beim Brustkrebs stellt der Knochen zusammen mit Lunge und Leber das haufigste
Zielgewebe fir Metastasen dar, wobei unter den Knochenmetastasen bevorzugt lange
Roéhrenknochen, Wirbelkérper und Rippen infiltriert werden. Ein Mammakarzinom mit
bestehenden Knochenmetastasen gilt als nicht mehr heilbar (Weigelt et al. 2005).
Knochenmetastasen sind hauptverantwortlich fir eine erhdhte Morbiditat, jedoch eher
weniger fur ein erhdhtes Mortalitatsrisiko. Allerdings sind bei Brustkrebsrezidiven mit
Knochenmetastasen ernsthafte Komplikationen zu beobachten, die die Lebensqualitat der
Patientinnen erheblich einschranken. Dazu zahlen chronische Knochenschmerzen,
pathologische Knochenfrakturen und Rickenmarkkompressionen sowie Hyperkalzamien
(Rose und Siegel 2010).

Die Knochenmetastasen lassen sich in osteoblastische, osteolytische und gemischte
Formen einteilen (Coleman 1997, Kingsley et al. 2007, Steinborn et al. 2000). Beim
primaren Mammakarzinom finden sich am haufigsten osteolytische Metastasen, welche
durch eine gesteigerte Knochenresorption mit den entsprechenden Folgen, wie
beispielsweise pathologischen Frakturen, gekennzeichnet sind. Die Osteolyse basiert
darauf, dass die ins Knochenmark eingewanderten Krebszellen die Interkation zwischen
knochenbildenden Zellen (Osteoblasten) und knochenabbauenden Zellen (Osteoklasten)
sowie dem umliegenden Gewebe beeinflussen und die Differenzierung sowie Aktivitat der

Osteoblasten oder Osteoklasten kontrollieren (Rose und Siegel 2010).

1.2.3 Metastasierung des TNBC

Das TNBC weist deutlich hdéhere Raten von Fernmetastasierung auf. Weiterhin
unterscheidet sich der Zeitpunkt des Rezidivs vom nicht-TNBC. Das Risiko eines
Ruckfalls beim TNBC ist in den ersten fiinf Jahren nach Diagnosestellung am héchsten.
Danach sinkt die Wahrscheinlichkeit des Ruckfalls deutlich ab, sodass in der Literatur
selten sogar Falle von Patientinnen mit TNBC beschrieben werden, die geheilt zu sein

scheinen, wenn sie in den ersten Jahren nach Diagnosestellung rezidivfrei bleiben. Im
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Gegensatz dazu bleibt das Rezidivrisiko beim nicht-TNBC Uber die Zeit konstant hoch
(Dawson et al. 2009).

1.3 Ostrogenrezeptoren

Ostrogenrezeptoren sind intrazelluldre Steroidhormonrezeptoren und gehéren zur Familie
der nuklearen Rezeptoren. Sie wirken als ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren, die im
Zytoplsama der Zelle vorliegen und nach Aktivierung in den Zellkern wandern. Dort
fungieren sie als DNA-bindender Transkriptionsfaktor und regulieren die Ostrogenwirkung
Uber die veranderte Expression verschiedener Zielgene (Chen et al. 2009, Dahlman-
Wright et al. 2006).

Die Liganden des Ostrogenrezeptors sind Ostrogene, die zu den Steroidhormonen
gezahlt werden. lhre Bildung findet sowohl bei der Frau als auch beim Mann statt. Bei
beiden Geschlechtern férdern Ostrogene zusammen mit Testosteron das
Knochenwachstum. Die Anlage und Entwicklung der Geschlechtsorgane und Ausbildung
der sekundaren Geschlechtsmerkmale sind bei der Frau weitere wichtige Aufgaben
dieser Steroidhormone. Die Ostrogensynthese findet in der Plazenta, dem Ovar, der
Nebennierenrinde und in den Hoden statt. Muskel- und Fettgewebe sind Organe mit
Aromatasefunktion, in denen es zu einem geringen Teil zur Umbildung von Androgenen in
Ostrogene kommt (Dahiman-Wright et al. 2006).

Grundsatzlich kénnen zwei verschiedene Rezeptorsubtypen unterschieden werden:
estrogen-receptor-a (ERa) und estrogen-receptor- (ERR). Beide Subtypen haben hohe
Strukturhomologien und binden endogenes 17B-Ostradiol mit gleicher Affinitit, andere
naturliche oder synthetische Liganden jedoch mit unterschiedlicher Bindungsstarke
(Lindberg et al. 2010). Mit dem ERa wird in der Literatur eine vermehrte Proliferation und
Progression des Mammakarzinoms verbunden (Lindberg et al. 2010). In einigen Studien
ist der ERa sogar als Antagonist des ERR beschrieben worden (Chen und Russo 2009).
Auf den ERR - der in dieser Arbeit naher untersuchte Rezeptorsubtyp - wird im nachsten

Kapitel genauer eingegangen.

1.3.1 ERR

Der ERB ist im Jahre 1996 entdeckt worden und findet sich sowohl in normalem
Brustepithel als auch im Gewebe von Mammakarzinomen. Im normalen Brustgewebe ist
der Rezeptor jedoch viel starker exprimiert als im Mammakarzinomgewebe (Lindberg et
al. 2010, Marotti et al. 2010). Bei vielen Patientinnen mit TNBC, die keinen ERa, keinen
PR und keine Uberexpression des Her2/neu-Gens aufweisen, konnte jedoch die

Expression des ERR nachgewiesen werden. Mit dem ERR wird eine geringere Invasivitat



Einleitung 6

und Progression des TNBC assoziiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Expression des ERR im TNBC mit signifikant verbessertem krankheitsfreien Uberleben
der Patientinnen einhergeht (Lindberg et al. 2010, Marotti et al. 2010). Eine weitere Studie
stellte fest, dass das 5-Jahres-Uberleben von Patientinnen mit TNBC und positivem ERRB-
Status deutlich besser als das von Patientinnen mit TNBC ohne ERB-Expression war. Die
Autoren schlussfolgerten, dass der ERR als unabhangiger Marker fur das klinische
Outcome und die Uberlebenszeit der Patientinnen beim TNBC angesehen werden kann
(Chen und Russo 2009, Sakamoto und Honma 2009). Eine Abnahme der ERRB-
Expression hingegen scheint mit einer Zunahme der Progression und Invasion des TNBC
zu korrelieren. Des Weiteren weisen Mammakarzinome, die keinen ERB besitzen, ein
groReres Tumorvolumen und positiven Lymphknotenbefall zum Diagnosezeitpunkt auf.
Diese Eigenschaften konnten laut aktueller Literatur auf die mogliche antiproliferative
Rolle des ERR hindeuten (Marotti et al. 2010).

1.4 SDF-1/CXCR4-System

Chemokine (CXC-motif) rezeptor 4 (CXCRA4) ist ein Rezeptorprotein aus der Familie der
Chemokinrezeptoren, welches auf Chromosom 2 kodiert ist. Strukturell handelt es sich um
einen G-Protein-gekoppelten Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptor. Stromal derived
factor 1 (SDF-1) ist der zugehdrige chemotaktische Ligand des CXCR4. Nach Bindung
des Liganden an den CXCR4 wird dieser aktiviert und flhrt zur Wanderung der CXCR4-
exprimierenden Zellen entlang des Konzentrationsgradienten in Richtung SDF-1-
Sekretion. Eine Sezernierung von SDF-1 erfolgt durch Stromazellen verschiedener
Gewebearten, vor allem Knochen, Lunge und Leber. CXCR4 wird normalerweise
hauptsachlich von blutbildenden Zellen und Stammzellen exprimiert. Die Hauptaufgabe
des CXCR4 ist die zielgerichtete Mobilisierung und Wanderung blutbildender Zellen und
Stammzellen in ihre Speicher, beispielsweise das Knochenmark oder zu ihren

Bestimmungsorten bei Organ- und Wundheilung.

Es wurde jedoch festgestellt, dass auller den erwahnten blutbildenden Zellen und
Stammzellen auch Tumorzellen unterschiedlicher Entitdt den CXCR4 auf ihrer Oberflache
Uberexprimieren kénnen (Rose und Siegel 2010). Dem CXCR4 wird dabei ein fordernder
Einfluss sowohl auf die GréRenzunahme des Primartumors als auch auf die
Metastasierung zugeschrieben. Tumorassoziierte Stromazellen fordern durch ihre
parakrine Sezernierung von SDF-1 das Wachstum und Uberleben von CXCR4-positiven
primaren Tumorzellen. Zusatzlich kdénnen CXCR4-positive Tumorzellen entlang des
Chemokingradienten zu SDF-1-ausschittenden Organen migrieren und dort Metastasen

bilden. Des Weiteren gelangen Tumorzellen Uber die genannten Mechanismen des
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CXCR4 in SDF-1-reiches Knochenmark und sichern so ihr Uberleben und die
Groélkenzunahme des Tumorzellverbandes. Fur diesen Vorgang, der auch als homing
bezeichnet wird, sind hohe SDF-1-Konzentrationen notwendig, die von im Knochenmark
befindlichen Stromazellen sezerniert werden. Die Unterbrechung der Kommunikation
zwischen CXCR4-exprimierender Tumorzelle und SDF-1-produzierender Stromazelle
mittels CXCR4-Inhibtoren wird in der Forschung als Moglichkeit angesehen, die
Tumorzellen aus dem Knochenmark zu locken und besser flir mdgliche Therapien

angreifbar zu machen (Domanska et al. 2013).

Beim primaren Mammakarzinom ist der CXCR4 mit ungefahr 33 - 55 % der am haufigsten
exprimierte Chemokinrezeptor. Sein Vorhandensein wird mit verkiirztem krankheitsfreien
Uberleben und erhdhter Rezidivgefahr assoziiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
eine CXCR4-Expression bei 67 % der Brustkrebspatientinnen mit Knochenmetastasen
gegenuber Patientinnen mit viszeralen Metastasen nachweisbar ist. Die Expression des
CXCR4 scheint somit laut Literatur einen prometastatischen und die Invasion
beglnstigenden Faktor beim Mammakarzinom darzustellen (Rose und Siegel 2010). Auch
beim TNBC wird eine erhdhte Expression des CXCR4 beschrieben und als eine mdgliche
Ursache flir die starkere Aggressivitdt und Invasivitdt dieses Subtyps vermutet
(Chen und Russo 2009).

1.5 ERB-Agonisten

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen Liquiritigenin und ERB-041 sind
beide selektive Agonisten des ERB. Ihnen werden tumorsupprimierende und
antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben (Chaudhary et al. 2014, Liu et al.
2012).

1.5.1 Liquiritigenin

Der Naturstoff Liquiritigenin ist ein Isoflavanon, gewonnen aus der Wurzel der Glycyrrhiza
uralensis und zahlt zur Gruppe der Phytodstrogene. Diese Substanz stellt einen
hochselektiven Agonisten des ERRB dar und aktiviert regulatorische Elemente und
Zielgene des ERR, jedoch nicht des ERa (Mersereau et al. 2008).

1.5.2 ERB-041

Die Substanz ERB-041 ist wie Liquiritigenin hochpotent und selektiv am ERR. Mit diesem
ERR-Agonisten werden in der Literatur neben seiner Tumor-supprimierenden Eigenschaft
zusatzlich eine starke antientzindliche Wirkweise assoziiert, welche in der Behandlung
der Rheumatoiden Arthritis genutzt wird (Chaudhary et al. 2014).
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1.6 Therapie des primdaren Mammakarzinoms

Die Therapiegrundlage fur fast alle nicht metastasierten Mammakarzinome ist die im
Sinne einer Tumorentfernung im Gesunden brusterhaltende Operation. Sollte diese nicht
moglich sein, kann alternativ eine modifizierte radikale Mastektomie vorgenommen
werden. Nach jeder brusterhaltenden Operation sollte eine adjuvante Bestrahlung der
gesamten Restbrust, der angrenzenden Thoraxwand und des Lymphabflussgebiets
erfolgen. Die medikamentdse Therapie beinhaltet die Chemotherapie, endokrine Therapie
und Her2/neu-Antikorpertherapie. Die endokrine Therapie ist bei Patientinnen mit
positivem Rezeptorstatus indiziert (AWMF 2012). Bei pramenopausalen Patientinnen sind
Antiéstrogene, wie beispielsweise Tamoxifen Mittel der ersten Wahl. Dabei handelt es
sich um selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (selective estrogen receptor modulators,
SERM) (Legha und Carter 1976). AulRerdem koénnen GnRH-Analoga (Gonadotropin-
Releasing-Hormon, GnRH) eingesetzt werden, die eine medikamentdése Kastration
bewirken und die Patientinnen in den Zustand der Postmenopause versetzen (Emons et
al. 2003). Bei postmenopausalen Patientinnen werden ebenfalls Antiéstrogene oder
Aromatase-Inhibitoren eingesetzt (Gibson et al. 2007). Patientinnen, die eine
Uberexpression des Her2/neu aufweisen, erhalten zusatzlich eine immunologische
Therapie mit dem humanen monoklonalen Antikorper Trastuzumab, der am Her2/neu
bindet und damit das Wachstum der Krebszellen durch eine Antikdrper-induzierte

Apoptose hemmt (Viani et al. 2007).

1.6.1 Therapie des metastasierten Mammakarzinoms

Die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms erfolgt heute krankheitsadaptiert und
individuell. Sie beinhaltet die Gabe von Chemotherapeutika, vor allem aus der Gruppe der
Taxane. Bei positivem Rezeptorstatus kénnen auch endokrine und immunologische
Therapien eingesetzt werden. Als endokrine Therapieoptionen finden Antiéstrogene bei
pramenopausalen Patientinnen und Aromatasehemmer bei postmenopausalen
Patientinnen Verwendung. Trastuzumab als Her2/neu-Inhibitor kann bei Her2/neu-
Uberexprimierenden Tumoren eingesetzt werden. Des Weiteren kénnen spezielle VEGF-
Inhibitoren (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), wie beispielsweise Bevacizumab
als Angiogeneseinhibitoren zum Einsatz kommen (Amar et al. 2009). Die Strahlentherapie
wird zur lokalen Therapie bei symptomatischen oder frakturgefahrdeten Knochen-
metastasen, sowie zur Palliation der Brust bei Exulzerationen, Hautmetastasen oder
Schmerzen eingesetzt (AWMF 2012). Aber auch eine Operation oder der medikamenttse
Einsatz von Bisphosphonaten kann bei der Therapie von Knochenmetastasen verwendet

werden (Rose und Siegel 2010).
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1.6.2 Therapie des TNBC

Das TNBC wird grundsétzlich wie das nicht-TNBC therapiert. Das Fehlen des ERa und
des PR sowie die nicht vorhandene Uberexpression des HER2/neu beim TNBC hat
jedoch zur Folge, dass es zurzeit keine gezielte endokrine oder immunologische
Krebstherapie gibt, da mdgliche Rezeptoren als Angriffspunkte fir diese Therapieoptionen
fehlen (Tan und Swain 2008). Die Chemotherapie stellt fur Patientinnen mit TNBC somit
zurzeit die einzige medikamentdse adjuvante Systemtherapie dar. Das TNBC ist relativ
sensitiv fur Chemotherapeutika, scheint jedoch nach kurzer Zeit zum Rezidiv zu neigen.
Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Entwicklung neuer spezifischer Krebstherapien bei
dieser Form des Brustkrebs (Fost et al. 2011, Tan und Swain 2008).
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1.7 Fragestellung

Das TNBC gilt, wie bereits erortert, als besonders aggressive und prognostisch
ungunstige Form des Mammakarzinoms. Da beim TNBC weder der ERa, noch der PR
und keine Uberexpression des Her2/neu vorliegt, fehlt bisher die Méglichkeit einer

zielgerichteten Antikorpertherapie.

Obwohl der ERa beim TNBC nicht exprimiert ist, scheint der ERR eine Bedeutung zu
haben. Chen und Russo konnten bereits 2009 eine Proteinexpression des ERR in Zellen
des TNBC nachweisen. Da der ERR in der Literatur mit Inhibition von Tumorwachstum
und Invasion assoziiert ist (Lindberg et al. 2010, Marotti et al. 2010), stellt er einen
maoglichen Angriffspunkt einer zielgerichteten Therapie dar, die in dieser Arbeit genauer

untersucht werden soll.

Insbesondere soll die Rolle des ERR bei der Invasion, Migration und Proliferation des
TNBC in vitro genauer analysiert werden. Zusatzlich wird die Expression des CXCR4
untersucht werden, welcher in der Literatur als prometastatisch beschrieben wird (Rose
und Siegel 2010).

Als Modell firr die beim TNBC problematische frihzeitige Metastasierung in den Knochen
wird in der vorliegenden Arbeit mit einem Kokultur-System und den TNBC-Zelllinien
HCC1806 und HCC1937 gearbeitet, die mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63
kokultiviert werden. Unsere Arbeitsgruppe konnte bisher bereits zeigen, dass in Kokultur
mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 die Invasion von Mammakarzinomzellen
stark anstieg. Anhand dieses Modells soll nun der Einfluss von ERR-Agonisten auf die
Invasion oben genannter kokultivierter TNBC-Zelllinien untersucht werden. Als ERB-
Agonisten werden die Substanzen Liquiritigenin und ERB-041 verwendet, die beide
selektive Agonisten des ERR darstellen und mit antiinflammatorischen und

tumorsupprimierenden Eigenschaften assoziert sind (Liu et al. 2012, Shanle et al. 2011).

Des Weiteren soll die Wirkung von Liquiritigenin auf die Expression des als
prometastatisch geltenden CXCR4 (Rose und Siegel 2010) in den kokultivierten TNBC-
Zellen analysiert werden, um zu Uberprifen ob der ERR Uber die Expression des CXCR4

einen Einfluss auf die Invasion der TNBC-Zellen hat.

Ziel dieser Arbeit ist es somit, die Rolle des ERR bei der Invasion des TNBC anhand eines
Kokultur-Systems zu erforschen und dadurch zum einen die Wirkmechanismen des ERR
genauer zu verstehen und zum anderen die Basis fir eine mdgliche zielgerichtete

Therapie des TNBC zu schaffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller, Firmensitz

Analysenwaage BP 161P

Sartorius, Géttingen

Autoklav 2540 EL

Tuttnauer, Breda, NL

Biofuge pico

Heraeus Holding, Hanau

Brutschrank Model 3121 S/N 28439531

Forma Scientific, San Bruno, USA

Elektrophoresekammer DNA

OWL Seperation Systems, Portsmouth,
USA

Laborfuge 400R

Heraeus Holding, Hanau

Laborzentrifuge Sigma 3K30

Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Taufkirchen

Magnetrahrer MR3000

Heidolph, Schwabach

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena

Mikroskop BH-2

Olympus, Hamburg

Mikroskop 1X51

Olympus, Hamburg

Mikrowaage, elektronisch M2P

Sartorius, Géttingen

Mini-ProteanTM Il Cell and Systems

Bio-Rad, Miinchen

pH-Meter CG22

Schott-Gerate, Mainz

Photometer (BioPhotometer 6131)

Eppendorf, Hamburg

Power Supply, Pac Basic™

Bio-Rad, Miinchen

Power Supply, Standard Power Pack P25

Biometra, Géttingen

Schduttler Titramax 1000

Heidolph, Schwabach

Sterilwerkbank LaminAir® LFM 2472S

Heraeus Holding, Hanau

Synergy™ HT Multi-Detektions-Reader

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall

Thermocycler T3000

Biometra, Géttingen
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Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Ultrazentrifuge 3K30 Sigma, Osterode am Harz
UV-Transilluminator Biometra, Géttingen
Vortex Genie 2™ Bender & Hobein, Zirich, CH
Waage Kern 440-47 Kern, Balingen
Wasserbad 1083 GFL, Burgwedel
X-Ray Film Réntgenfilmentwickler SRS- Konica, Langenhagen
101A

Tabelle 1 Verwendete Gerate

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien (Einmalartikel)
stammen von den Firmen Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio-One (Frickenhausen), Merck

(Darmstadt), Nunc (Langenselbold) und Sarstedt (Nimbrecht).

2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht gesondert erwahnt, von nachstehend
genannten Firmen bezogen: Merck (Darmstadt), PAA (Colbe), Carl Roth (Karlsruhe) und
Sigma-Aldrich (Minchen).

2.1.4 Liquiritigenin und ERB-041

Die Substanzen Liquiritigenin und ERB-041 wurden von der Firma Sigma-Aldrich
(Schnelldorf) bezogen. Die Anlieferung erfolgte als Lyophilisat, aus dem eine
Stammldésung mit sterilem H20 in einer Konzentration von 5x10?M hergestellt wurde. Um

das Lyophilisat zu I6sen, ist DMSO verwendet worden.

2.1.5 Matrigel™ Basalmembranmatrix

Matrigel™ Basalmembranmatrix, bezogen von der Firma BD Biosciences, stellt eine
geléste Basalmembranvorbereitung dar. Diese ist aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-

Maus-Sarkom extrahiert worden.

2.1.6 Puffer, Losungen und weitere Substanzen

Zum Ansetzen von Puffer und Loésungen ist doppelt destilliertes und autoklaviertes

Wasser aus einer Reinstwasseranlage der Firma Sartorius (Géttingen) benutzt worden.
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Puffer und Losungen

Komponenten bzw. Hersteller

Ammoniumpersulfat

Appl.Chem, Darmstadt

Anodenpuffer

1,82 g Tris, 100 ml 20% Methanol, ad 500
ml ddH,O (doppelt destilliertes H,O), pH
10,4

Anodenpuffer, konzentriert

18,2 g Tris, 100 ml 20 % Methanol, ad 500
ml ddH,O, pH 10,4

Antikérper-Stripping-Puffer

Uptima

Blockierungsreagenz

TBST + 5 % (w/v) Magermilchpulver

CellLytic™M Cell Lysis Reagent

Sigma-Aldrich, Miinchen

Ethidiumbromid-Bad

0,007 % (v/v) Ethidiumbromid

Hamalaun-Lésung nach Mayer

Merck, Darmstadt

Kathodenpuffer

2,629 6-Amino-Hexansaure, 1,51 g Tris,
100 ml 20 % Methanol, ad 500 ml ddH.0,
pH 9,4

Laemmli-Probenpuffer (2x)

62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 4 % (w/v) SDS,

5% (vlv) Glycerol, 0,05% (v/v)

B-Mercaptoethanol,

0,025 % (w/v) Bromphenolblau

Lysispuffer

10mM Tris/HCI (pH 7,4), 150mM NacCl,
2 % (viv)

Triton X-114TM

NuPAGE® LDS Sample Buffer (2x)

Invitrogen, Karlsruhe

PBS

140 mM NaCl, 2,7mM KCI, 8,6 mM
Na2HPO4, 1,5 mM KH2HPO4, pH 7,4

SDS-Elektrophoresepuffer (10x)

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v)
SDS

TBE (0,5x)

90 mM Tris, 90mM Borsaure, 1 mM EDTA,
pH 8

TBS (10x)

1,5M NaCl, 0,5 M Tris, pH 7,5




Material und Methoden

14

TBST TBS + 0,1 % (v/v) Tween
Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,0375 % (w/v)
SDS, 20 % (v/v) Methanol
Tabelle 2 Verwendete Puffer und Lésungen
Inhibitoren Hersteller

Protease-Inhibitor

Sigma-Aldrich, Miinchen

RNasin® plus RNase Inhibitor

Promega, Mannheim

Tabelle 3 Verwendete Inhibitoren

Enzyme

Hersteller

DNAse | recombinant , RNase-frei

Roche, Mannheim

KAPA2G™ Fast 2x ReadyMix with Dye

Peqlab, Erlangen

SuperScript™ |l Reverse Transcriptase

Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin/EDTA PAA, Colbe
Tabelle 4 Verwendete Enzyme
GroRenstandard-Marker Hersteller

100 bp DNA-Leiter

Invitrogen, Karlsruhe

PeqGOLD Protein-Marker V

Peqlab, Erlangen

Tabelle 5

2.1.7 Kultur-und Einfriermedien

Verwendete GroRenstandard-Marker

Alle in dieser Arbeit verwendeten Medien sowie deren Zusatze sind von den nachstehend

genannten Firmen bezogen worden: Biochrom (Berlin), Invitrogen (Karlsruhe), PAA

(Colbe) und Sigma-Aldrich (Mlnchen).

Fir die Kultivierung der TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 sowie der Zelllinie

MCF-7 wurde das Minimum Essential Medium (MEM-Earl) mit Phenolrot verwendet. Die

Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 wurde in Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) mit Phenolrot kultiviert. Die in-vitro-Experimente sind mit DMEM ohne Phenolrot
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(Versuchsmedium) durchgefuihrt worden. Den Medien sind folgende Zusatze hinzugeflugt

worden (siehe Tabelle 6). Das Einfriermedium ist mittels MEM-Earl mit Phenolrot, 20 %
FCS und 5 % DMSO (Dimethylsulfoxid) hergestellt worden.

MEM-Earl mit DMEM mit DMEM ohne Phenolrot
Phenolrot Phenolrot
Funktion Nahrmedium Nahrmedium Versuchsmedium
Zelllinie HCC1806 MG63 HCC1806
HCC1937 HCC1937
MCF-7 MG63
Zusiatze 10 % (v/v) FCS 10 % (v/v) FCS 10 % (v/v) CD-FCS
1 % (vIv) PIS 1 % (viv) PIS 1 % (viv) PIS
0,1 % Insulin - -
0,1 % (v/v) - -
Transferrin
- 1 % (v/v) L-GIn 1 % (v/v) L-GIn
Tabelle 6 Verwendete Kulturmedien und Zusitze

2.1.8 Zelllinien

Folgende etablierte Zelllinien sind fur die in-vitro-Experimente von der American Type

Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA) bezogen worden:

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz

HCC 1806 Primartumor Plattenepithelkarzinom Gazdar et al. (1998)

HCC 1937 Primartumor Primar duktales Karzinom Gazdar et al. (1998)

MCF-7 Pleuraerguss Adenokarzinom Soule et al. (1973)

MG63 Primartumor Osteoblasten-ahnliches Billiau et al. (1977)
Osteosarkom

Tabelle 7

Verwendete Zelllinien
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2.1.9 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech AG

synthetisiert und als Sense- und Antisense-Primer im Rahmen der Polymerase-

Kettenreaktion (siehe Kapitel 2.2.2.4) verwendet.

ERa for 5 — CCA GGG AAG CTACTG-3
rev5 — TCC AGA GAC TTC AGG- 3
ERR for 5 —TAG TGG TCC ATC GCC-3’
rev 5’ -GGG AGC CAC ACT TCA- 3’
L7 for 5 — AGA TGT ACAGAA CTC AAATTC -3’
rev5 — ATT TAC CAA GAG ATC GAG CAA -3’
Tabelle 8 Verwendete Oligonukleotide

2.1.10 Antikorper

Die in dieser Arbeit eingesetzten Antikdrper wurden nach Angaben des Herstellers

verwendet.

Primarantikorper

Herkunft/Beschreibung

Referenz

Anti-Aktin Kaninchen, monoklonal, Epitomics, Hamburg
1:1000

Anti-CXCR4 Kaninchen, polyklonal, Abcam, Cambridge, UK
1:2000

Anti-ERa Kaninchen, monoklonal; Epitomics, Hamburg
1:1000

Anti-ERR Kaninchen, monoklonal; Epitomics, Hamburg
1:5000

Tabelle 9 Verwendete Primarantikorper

Sekundarantikorper

Herkunft/Beschreibung

Referenz

Kaninchen IgG
horseradish Peroxidase-

gekoppelt

Donkey; 1:20.000-1:50.000

GE Healthcare, Freiburg

Tabelle 10

Verwendete Sekundarantikorper
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2.1.11 Kommerzielle Reaktionssysteme

Reaktionssystem/ Kit

Hersteller

AlmarBlue®

Serotech, Miinchen

dT15-Primer [1,1x10-5 M] als Lyophilisat

Roche, Mannheim

ECL Immobilon™ Western

Merck Millipore, Darmstadt

Histostain® Bulk Kit

Invitrogen, Karlsruhe

RNeasy® Mini Kit

Qiagen, Hilden

Tabelle 11

2.1.12 Software

Verwendete kommerzielle Reaktionssysteme

Software

Hersteller

Adobe Photoshop 7.0

Adobe Systems, Minchen

Axio Vision 3.1

Carl Zeiss Vision GmbH, Oberkochen

Bio Doc Analyze 2.1

Software Biometra, Gottingen

EndNote X5

Thomson Reuters, Philadelphia

GraphPad Prism ® (Version 5.00)

GraphPad Software, Inc., San Diego, USA

Kodak Digital Science 1D

Eastman Kodak Company, Stuttgart

Microsoft® Office 2007

Microsoft Corporation, Unterschleiltheim

Image J Version 1.45s

Wayne Rasband, USA

Tabelle 12 Verwendete Software
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2.2 Methoden

2.21 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung und Passagieren der Zellen

Alle verwendeten Zelllinien (Zelldichte: 4.000 Zellen/cm?) sind in Zellkulturflaschen (Nunc)
in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5 % CO,-Anteil bei 37 °C kultiviert
worden. Die Bodenflachen der Zellkulturflaschen betrugen entweder 75 cm? oder 175 cm?.
Nachfolgend werden die der 75 cm? groRen Zellkulturflaschen entsprechenden Volumina
angegeben und die Volumina der 175 cm? groflen Flaschen werden in Klammern
aufgefuihrt. Samtliche Arbeiten mit Zellkulturen wurden mit Handschuhen unter sterilen

Bedingungen und unter dem Abzug durchgefihrt, um Kontaminationen zu vermeiden.

Fir die Kultivierung der TNBC-Zelllinien HCC1806, HCC1937 und MCF-7 ist das MEM-
Earl Kulturmedium mit Phenolrot, fir die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 hingegen
ein DMEM-Kulturmedium mit Phenolrot verwendet worden. Diese Kulturmedien wurden
zusatzlich mit 10 % (v/v) fetal calf serum (FCS) und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Mix
(P/S) versetzt. Dem MEM-Earl-Kulturmedium ist weiterhin 0,1 % (v/v) Transferrin und 1 %
Insulin, dem DMEM-Kulturmedium 1 % (v/v) L-Glutamin (L-GIn) hinzugefigt worden
(siehe Tabelle 6). Es wurden 10 ml (25 ml) des entsprechenden Nahrmediums in jede

Zellkulturflasche geflllt, wobei die Medien alle zwei bis drei Tage gewechselt worden sind.

Erreichten die Zellen eine ungefahr 80 %ige Konfluenz, sind diese passagiert worden.
Daflir wurde das Nahrmedium mithilfe einer Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt und die
Zellen mit 10 ml (25 ml) PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das PBS abgenommen
und 3 ml (7,5 ml) des zuvor im Wasserbad auf 37 °C erwarmten Trypsin/EDTA in die
Kulturflasche gegeben. Diese wurde dann fur 10 - 15 min im Brutschrank inkubiert, bis
sich die zuvor adharenten Zellen vom Flaschenboden ablosten. Diese Reaktion ist mit
5ml (10 ml) des jeweiligen Nahrmediums abgestoppt worden. Die entstandene
Zellsuspension wurde bei 400 g fir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
Absaugen und Verwerfen des Uberstandes konnte mit dem reinen Zellpellet

weitergearbeitet werden.

Fir das alleinige Passagieren von Zellen ist das Zellpellet in 1ml Nahrmedium
resuspendiert und die gewlnschte Menge dieser Suspension in eine neue
Zellkulturflasche gegeben worden. AnschlieBend wurde die Suspension mit dem

entsprechenden Nahrmedium auf 10 ml (25 ml) aufgefillt.
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Sind die Zellen fur Experimente bendtigt worden, wurde das Zellpellet in 1ml Versuchs-
medium DMEM ohne Phenolrot mit 10 % (v/v) fetal calf serum (CD-FCS), 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin-Mix (P/S) und 1 % (v/v) L-Glutamin (L-GIn) resuspendiert (siehe
Tabelle 6). Danach wurde diese Suspension mit dem Versuchsmedium auf 10 ml
aufgefullt. Im Anschluss sind 10 pl dieser Suspension fir eine Zellzahlbestimmung in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben und nach dem Auszahlen mit der errechneten Menge
der Suspension weiter gearbeitet worden (siehe Kapitel 2.2.1.3). Die Uberschussige
Suspension wurde emeut zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in Nahrmedium resuspendiert, kryokonserviert oder flir weitere Experimente

verwendet.

2.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen

Fir eine langerfristige Konservierung Uberschissiger Zellen, wurde das Zellpellet in 1 ml
entsprechendes Nahrmedium resuspendiert und 5% DMSO sowie 20 % FCS
hinzugefiigt. Nach Uberfilhren der entstandenen Suspension in spezielle KryogefaRe
wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren und nach 12 -24 h endgultig in flissigem
Stickstoff gelagert. Der Auftauvorgang erfolgte durch Erwarmung der Kryogefalie bei
37 °C im Wasserbad fur 5 min und anschlielender Zentrifugation bei 400 g fir 5 min. Das
entstandene Zellpellet wurde dann entsprechend Kapitel 2.2.1.1 in Nahrmedium
resuspendiert und in Zellkulturflaschen kultiviert. Nach dem Auftauen befanden die Zellen

sich mindestens drei Tage in Kultur, bevor sie fir Experimente verwendet wurden.

2.21.3 Zellzahlbestimmung

Bevor eine Zellsuspension fir einen Versuch eingesetzt wurde, ist mithilfe einer
Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl der Suspension bestimmt worden. Daflir sind 10 pl
der Zellsuspension auf die Zahlkammer gegeben worden. Die Zahlkammer besteht aus
neun Quadraten, welche jeweils 1 mm? grof3 und 0,1 mm tief sind. Folglich weist ein
Quadrat ein Volumen von 0,1 ul auf. Mithilfe eines Lichtmikroskops ist die Gesamt-
Zellzahl in vier groflen Quadraten ausgezahlt worden. Davon wurde der Mittelwert
bestimmt. Im Anschluss ist der Mittelwert mit dem Faktor 10* multipliziert worden, woraus
sich die Zellzahl pro ml ergab. Die Gesamtzellzahl errechnete sich aus dem Volumen der

Zellsuspension, multipliziert mit der Zellzahl pro ml.
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2.2.1.4 Behandlung mit ERB-Agonisten

Die Inkubation mit den ERRB-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 erfolgte in
unterschiedlichen Konzentrationen und zu unterschiedlichen Inkubationszeitpunkten. Die
nachstehende Verdunnungsreihe ist mit DMEM mit/ohne Phenolrot hergestellt worden.
Um Volumenunterschiede zu vermeiden, wurde der jeweilige Kontrollansatz mit einer

aquivalenten Menge sterilem H20 behandelt.

Kokultur (mikroskopische Auswertung):

ERB-041 [M]: 1x10°, 1x10°®, 1x107, 1x10%1x10®°1x10™
Liquiritigenin [M]: 1x107°, 1x10, 1x107, 1x10® 1x10°1x10™"
Behandlungszeitpunkte [h]: to, t4s

Versuchsendpunkte [h]: HCC1806: t75; HCC1937:tgs

Kokultur (Proteingewinnung):

ERB-041 [M]: 1x10°, 1x107, 1x10°®° 1x10™"
Liquiritigenin [M]: 1x10°, 1x107, 1x10° 1x10™
Behandlungszeitpunkt [h]: to

Versuchsendpunkte [h]: HCC1806: to4, HCC1937: to4

Proliferationsassay:
ERB-041 [M]: 1x10°, 1x107, 1x10° 1x10™"

Liquiritigenin [M]: 1x107°, 1x107, 1x10° 1x10™
Behandlungszeitpunkte [h]: to4, t72

Versuchsendpunkte [h]: HCC1806: t129, HCC1937: t15

Scratch-Assay:

Liquiritigenin [M]: 1x107°, 1x107, 1x10° 1x10™
Behandlungszeitpunkte [h]: to

Versuchsendpunkte [h]: HCC1806: t4g, HCC1937: 145
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2.2.1.5 Kokultur

Das Kokultur-System stellt ein In-vitro-Modell der gerichteten Invasion dar und kann
mogliche Hinweise auf das Invasionsverhalten im Rahmen der Metastasierung in vivo
liefern (von Alten et al. 2006).

In der Kokultur wird die Invasion anhand der Migrationsrate von TNBC-Zellen durch eine
kiinstliche Basalmembran hindurch in einer modifizierten Boyden-Kammer gemessen.
Dabei wurde ein Insert (Filter mit pordser Membran) in ein Well (Kulturschale) einer Well-
Platte gesetzt, wodurch Kultur- und Invasionskammer entstanden (Boyden 1962). In
diesem System konnten die TNBC-Zellen und die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63
ohne direkten Zell-Zell Kontakt wachsen (siehe Abb.1). Die Membran der Kulturkammer
(Insert) bestand aus Polykarbonat (Porendurchmesser: 8 um) und ist mit Matrigel™
Basalmembranmatrix beschichtet worden. Das die Extrazellularmatrix simulierende
Matrigel™ Basalmembranmatrix ist mit DMEM ohne Phenolrot ohne Zusatze in einem
Verhaltnis von 1:2 verdinnt und anschlieRend bei 4 °C auf die Inserts aufgetragen
worden. Je nach GroRe der Inserts sind unterschiedliche Mengen des verdinnten
Matrigel® verwendet worden (siehe Tabelle 13). Danach harteten die beschichteten

Inserts bei 37 °C fiir mindestens 30 min aus.

Bei der Aussaat der Zellen ist eine 6-Well-Platte fur die Gewinnung von RNA und
Proteinen und eine 24-Well-Platte fir die mikroskopische Auswertung der Kokultur
verwendet worden. Nachdem die Zellen in den Zellkulturflaschen annahernd eine
Konfluenz von 80 % erreicht hatten, wurden diese trypsiniert, zentrifugiert und in dem
Versuchsmedium DMEM ohne Phenolrot resuspendiert (siehe Kap.2.2.1.1). Die genaue
Zellzahl der Suspension wurde mithilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt (siehe Kap.
2.2.1.3). Anschlieend sind die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 in die Well-Platten
und die TNBC-Zelllinien separat in die Inserts gemal der entsprechenden Zellzahlen
(siehe Tabelle 14) ausgesat worden. Danach wurden diese zunachst getrennt
voneinander fir 12 h im Versuchsmedium DMEM ohne Phenolrot mit 10 % (v/v) fetal calf
serum (CD-FCS), 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Mix (P/S) und 1 % (v/v) L-Glutamin
(L-GIn) kultiviert, um ein Anwachsen der Zellen zu erméglichen. Nach 12 h sind die
Inserts luftblasenfrei in die Well-Platten Uberfihrt und ab diesem Zeitpunkt (to) kokultiviert
worden. Als Kontrolle dienten TNBC-Zellen in Inserts Uber den Wells. Diese wurden dabei
nur mit Versuchsmedium und nicht mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63

monokultiviert.

Direkt im Anschluss wurden die TNBC-Zellen mit den selektiven ERM[R-Agonisten
Liquiritigenin (10" M bis 10° M) oder ERB-041 (10" M bis 10> M) behandelt. Nach 48 h

wurde die Behandlung wiederholt (siehe Kap.2.2.1.4). Je Ansatz gab es eine Kokultur,
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welche nicht inkubiert wurde, um eine Aussage Uber das Kokultur-System treffen zu

konnen.

Nach 72 h (t72) wurde bei den HCC1806-Zellen und nach 96 h (tgs) bei den HCC1937-
Zellen der Versuch beendet, um eine mikroskopische Auswertung vornehmen zu konnen
(siehe Kap. 2.2.4.2). Die Versuche fur die Proteingewinnung sind nach 24 h (t,s) beendet
worden (siehe Kap. 2.2.3.2).

A B

® I & - e e 5 e S e o S I & - & & 5 e - e o
> ® - & & * S & &
@ > HCC1806 -— Insert
HCC1937
®> MG63 C———31 Matrigel™ Basalmembranmatrix
Medium

Abb. 1 Schematische Darstellung der verwendeten Kokultur. Die TNBC-Zellen HCC1806 und
HCC19367 sind gelb dargestellt und werden auf pordse Inserts ausgesat, die mit Matrigel beschichtet sind. In
der Well-Platte befindet sich Medium (Kontrolle) (A). Unterhalb der auf dem Insert sitzenden TNBC-Zellen
befinden sich grau dargestellt die Osteoblasten-ahnlichen MG63-Zellen (B).

Substanz 6-Well-Platte 24-Well-Platte

Matrigel™ 106 pl 15 ul

Basalmembranmatrix

DMEM ohne Phenolrot 106 pl 15 ul

Tabelle 13 Aufbereitung Matrigel ™ Basalmembranmatrix
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Versuchsaufbau der Insert-GroRe Zelllinie Zellzahl/Volumen
Kokultur Well-Platte [l
Mikroskopische Auswertung | 24-Well Insert HCC 1806 | 1x10%400
HCC 1937 | 1x10%400
24-Well-Platte | MG63 2x10%/600
RNA-und Proteingewinnung | 6-Well Insert HCC 1806 | 4x10%1500
HCC 1937 | 4x10°%1500
6-Well-Platte MG63 2x10°2000

Tabelle 14 Verwendete Zellzahlen fiir Inserts und Wells im Invasionsassay

2.2.1.6 Proliferationsassay

Fir eine quantitative Messung der Zellvitalitat ist in dieser Arbeit das AlamarBlue®assay
verwendet worden. Dieses lasst Rickschlisse auf die Proliferationsfahigkeit der TNBC-
Zellen zu. AlamarBlue® stellt einen wasserldslichen, blauen Farbstoff dar, der den Redox-
Indikator Resazurin enthalt. Durch Reduktion wird das oxidierte, nicht fluoreszierende
Resazurin irreversibel zum rosafarbenen, fluoreszierenden Resorufin umgesetzt. Mithilfe
dieser Methode kann die Stoffwechselaktivitdt von Zellen nachgewiesen werden.
Stoffwechselaktive Zellen flhren zur Reduktion des Indikators und damit zu einem
Farbumschlag der Ldésung in Richtung rosa. Metabolisch inaktive oder tote Zellen
hingegen haben einen niedrigeren Stoffwechsel und weisen einen geringeren
Farbstoff

Fluoreszenzmessung mithilfe eines Multi-Detektions-Readers bei einer Wellenlange von

Farbumschlag auf. Der alamarBlue® kann im Rahmen einer
570 nm und 630 nm spektralphotometrisch erkannt werden. Der Proliferationsassay ist
Uber 120 h in 96 Well-Platten (Falcon) durchgefihrt und zu den Zeitpunkten t,4 und t7, mit
den ERRB-Agonisten in den entsprechenden Konzentrationen (siehe Kap.2.2.1.4) inkubiert

worden.

Zunachst sind die Zellen, wie in Kapitel 2.2.1.1 beschrieben, trypsiniert, zentrifugiert und
in Versuchsmedium resuspendiert worden. Nach Zellzahlbestimmung in der Suspension
(siehe Kapitel 2.2.1.2) ist die entsprechende Zellzahl in die Wells gegeben worden (siehe
Tabelle 15). In die duRBeren Wells wurden zur Vermeidung von Verdunstungsphanomenen
keine Zellen, jedoch PBS pipettiert. Damit zum Versuchsende eine Leerwertbestimmung
stattfinden konnte, ist in die ersten sechs vertikalen Wells nur 100 ul Versuchsmedium
gegeben worden. Im Anschluss wurde die Well-Platte flir 12 h bei 37 °C im Brutschrank

kultiviert, sodass die Zellen auf dem Boden der Well-Platte anwachsen konnten.
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Nach Ablauf dieser Zeit (t24) wurden die Zellen mit den ERR-Agonisten Liquiritigenin oder
ERB-041 in den entsprechenden Konzentrationen (1x10°M bis 1x10""M, siehe
Kap.2.2.1.4) behandelt, wobei der Kontrollansatz nur mit Versuchsmedium behandelt
wurde, um Volumenunterschiede zu vermeiden. Die Inkubation wurde nach 48h (t7,)
wiederholt und der Versuch nach 120 h (ti2) beendet. Im Anschluss sind 20 pl
alamarBlue® in jedes Well gegeben und 4 - 6 h im Brutschrank inkubiert worden. Danach
konnte mithilfe des Synergy™ HT Multi-Detektions-Reader fur Mikroplatten der

Farbumschlag detektiert und mithilfe der Software GEN5 ausgewertet werden.

Zelllinie Zellzahl/ Volumen [ul™"]
HCC 1806 2x10%/200
HCC 1937 3x10%200

Tabelle 15 Verwendete Zellzahlen im Proliferationsassay

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 RNA-Isolierung aus adhéarenten Zellen

Zunachst wurden die TNBC-Zelllinien wie in Kap. 2.2.1.1 beschrieben in Zellkulturflaschen
ausgesat und nach Erreichen einer Konfluenz von ungefahr 80 % trypsiniert, zentrifugiert,
in Versuchsmedium resuspendiert und mithilfe der Neubauer-Zahlkammer ausgezahit
(siehe Kap. 2.2.1.3). Anschlielend ist eine definierte Zellzahl der Suspension in 6-Well-
Platten in Versuchsmedium ausgesat worden (siehe Tabelle 14). Bei ausreichender
Zellkonfluenz in der Well-Platte, wurde das Versuchsmedium vorsichtig abgesaugt.
AnschlieRend sind die Zellen durch Inkubation mit einem Gemisch aus R-Mercaptoethanol
und RLT Puffer im Verhaltnis 1:1000 direkt in der Well-Platte lysiert worden.

Die RNA-Isolierung ist mithife des RNeasy®Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden)
durchgefihrt worden. Dieses Verfahren beinhaltet eine spezifische RNA-Bindung an eine
Silika-Gel-Membran, eine RNA-Reinigung mittels mehrerer Waschschritte und RNA-
Eluierung mit doppelt destillietem Wasser (ddH,0). Die Zellaufarbeitung wurde gemaf

Herstellerangaben ausgefihrt. Im Anschluss wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

2.2.2.2 Quantifizierung der RNA

Die Quantifizierung der RNA wurde mithilfe eines UV-Photometers durchgefuhrt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte bei A = 260 nm (Azs). Bei dieser Wellenlange haben
Nukleinsauren ihr Absorptionsmaximum. Proteine, die bei der Aufbereitung als
Verunreinigungen auftreten besitzen hingegen ein Absorptionsmaximum bei A = 280 nm

(Azs0). Somit spiegelt das Verhaltnis der Extinktionen Az zu Agsy die Reinheit der
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Nukleinsdureprobe wider. Das Verhaltnis sollte sich im Bereich zwischen 1,8 und 2

befinden.

2.2.2.3 Reverse Transkription

Bei der Reverse Transkription (RT) wird RNA mittels einer RNA-abhangigen DNA-
Polymerase (Bestandteil von SuperScript™ Il Reverse Transcriptase) in einen
komplementdren DNA-Strang (complementary  desoxyribonucleic —acid, cDNA)

umgeschrieben. Die cDNA stellt die Grundlage fir die Polymerase-Kettenreaktion dar.

Im ersten Schritt ist 1 ug RNA mit 12 ul destilliertem Wasser (dH,O) aufgefillt worden.
Dazu wurde zusatzlich 1 yl DNAse | recombinant [10 U/ul] und 1 yl RNasin®plus RNase
Inhibitor [40 U/ul] hinzugegeben. Anschlielend wurde die Probe im Thermocycler fir
30 min bei 37 °C und fiir 10 min bei 70 °C erhitzt und danach auf 4 °C herunter gekuhlt.

Im Anschluss sind der Probe 26 yl des Enzym-Mix (siehe Tabelle 16) hinzugegeben
worden. Danach erfolgte eine Erhitzung fir 60 min auf 37 °C und dann eine
Denaturierung fur 10 min bei 95 °C. Zum Schluss wurde der Probenansatz wieder auf
4 °C herunter gekihlt und die entstandene cDNA bei -20 °C gelagert.

Substanzen Einsatz je Ausgangskonzentration
Probe [ul]
dT15-Primer 8 1,1 10 °M
dNTPs 4 0,01 M
FS-Puffer 8 5x
DTT 4 0,1M
SuperScript™ |l Reverse Transcriptase 2 200 U/ul
Tabelle 16 Substanzen fiir die Herstellung des Enzym-Mix fiir die Reverse Transkription

2.2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist es moglich
gezielt bestimmte Sequenzen der DNA in vitro zu amplifizieren. Mittels einer DNA-
abhangigen Polymerase und DNA-Oligonukleotiden (Primer) wird anhand der
Nukleinsaure-Matritze ein komplementarer DNA-Strang erzeugt. Die PCR kann in drei

Teilschritte unterteilt werden, die im Folgenden erlautert werden sollen.

Zuerst erfolgt die Erhitzung der doppelstrangigen DNA auf 95 °C, um die Strange
voneinander zu trennen. Bei diesem Prozess kommt es zum Aufbrechen der

Wasserstoffbriickenbindungen (Denaturierung).
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Danach wird eine Primer-spezifische Temperatur ausgewahlt, welche eine Anlagerung
der Primer an die komplementaren Strange der Matrizen-DNA erméglicht. Dabei ist einer
der Primer komplementar mit dem 5°-Ende der Matrize, der andere Primer komplementar
zum 3’-Ende, sodass dazwischen ein definierter DNA-Abschnitt vorliegt (Annealing). Die
spezifische Temperatur ist dabei durch die Sequenz und Lange der Primer definiert. Meist
liegt sie unterhalb des Schmelzpunktes der Primer. Dies entspricht in der Regel einer

Temperatur von 55 - 65 °C.

Beim dritten Schritt der PCR (DNA-Synthese) synthetisiert die DNA-Polymerase mithilfe
von Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) den komplementaren Strang zur Matrize
(Elongation). Die DNA-Polymerase beginnt am freien 3°-OH-Ende des angelagerten
Primers mit der Synthese in 5°-3"-Richtung. Die Elongation wurde bei 72°C durchgefihrt,
was dem Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase entspricht. Die Tag-Polymerase ist in
der vorliegenden Arbeit als DNA-Polymerase verwendet worden und wurde aus dem
thermostabilen Bakterium Thermus aquaticus (Taq.) isoliert. Nach der Elongation wurde
der Reaktionsansatz auf 4 °C herunter gekuhlt und die einzelnen Reaktionsschritte

zyklisch wiederholt um eine exponentielle Amplifizierung der Matrize zu erméglichen.

Als Kontrolle der semiquantitativen PCR-Methode diente die Amplifikation vom
housekeeping gene L7, welches ein ribosomales, in allen Geweben exprimiertes Protein
darstellt. Der in dieser Arbeit verwendete Standard-Reaktionsansatz fiir die PCR ist in
Tabelle 17 und die PCR-Programme der jeweiligen zu untersuchenden Gene in Tabelle

18 zusammengefasst.

Substanzen Einsatz je Probe [pl] Ausgangskonzentration
DEPC H,O 10,5

Sense-Primer 0,3 20 uM

Antisense-Primer 0,3 20 uM

Puffer 1,5 10x

dNTPs 1,2 1 mM

cDNA 1,2 10-100 ng/pl
Taqg-Polymerase 0,075 5 U/l

Gesamtvolumen 15

Tabelle 17 Substanzen fiir die Herstellung des PCR-Ansatzes
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Gen | Denaturierung | Annealing Elongation Zyklen | Target-GroRe [bp]
ERa | 15 sec, 95 °C 15 sec, 58 °C | 5sec, 72°C | 30 215
ERRB | 15 sec, 95 °C 15 sec, 58 °C | 5sec, 72 °C 35 393
L7 15 sec, 95 °C 15 sec,54 °C | 5sec, 72°C | 22 357
Tabelle 18 PCR-Programme

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese kdnnen Nukleinsduren anhand ihrer GroRe
aufgetrennt werden. Das Agarosegel hat dabei die Funktion eines Siebes. Mit
zunehmender Agarose-Konzentration verkleinern sich die Poren des Gels, durch welche
sich die Nukleinsduren bewegen mussen. Das Wandern und Auftrennen der negativ
geladenen Nukleinsduren durch das Gel gelingt durch das Anlegen einer
Gleichspannung. Dabei wandern kleinere Molekile schneller als grofere Molekule, was

eine Auftrennung der Nukleinsauren anhand der GréRRe ermoglicht.

In dieser Arbeit sind 1,5 %-ige Agarose-Gele angefertigt worden. Hierfiir sind 6 g Agarose
mit 400 ml 1/2x TBE aufgekocht und im Anschluss 30 ml davon luftblasenfrei in eine
Gelkammer mit eingestecktem Kamm gegossen worden. Nach erfolgter Aushartung des
Gels wurde die Kammer mit 1/2x TBE aufgefullt und der Kamm herausgezogen. Es sind
je 10 yl der Nukleinsdureproben mit 2 ul Agarose-Laufpuffer gemischt und anschlieend
10 ul davon in die entstandenen Geltaschen pipettiert worden. Als GroRenstandard diente
ein DNA-Fragmentldngen-Standard (100 bp Ladder, Invitrogen). Im Anschluss liefen die
Gele bei 95 V fir durchschnittlich 45 min.

2.2.2.6 Auswertung

Nach der Auftrennung der DNA durch die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte der
Nachweis der Nukleinsauren mithilfe des interkalierenden und fluoreszierenden Farbstoffs
Ethidiumbromid. Die Gele sind dazu fir 20 min im Ethidiumbromid-Bad gefarbt und in
ddH,O gewaschen worden. Die zu detektierende Wellenlange der UV-Strahlung liegt bei
A =302 nm. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mithilfe der Software Bio Doc

Analyze 2.1 von Biometra.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Die Proteinexpression sowohl des ERa und ERR als auch die Proteinexpression des
membranstandigen CXCR4 in den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 wurde

qualitativ. und semiquantitativ mithilfe des Western Blots untersucht. Die
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Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 diente dabei als Kontrolle. Der semiquantitative
Nachweis erfolgte durch einen Aktin-Abgleich. Aktin stellt ein Protein dar, welches
ubiquitér im Zytosol exprimiert wird, unabhangig von Zellstadium, Zelltyp und auferen
Einflissen. Da es somit keinen regulatorischen Prozessen unterliegt, kann es als

semiquantitative Kontrolle des Western Blots dienen.

2.2.31 Zellkultivierung zur Proteingewinnung

Zum einen wurden die TNBC-Zellen HCC1806 und HCC1937 direkt aus der Zellkultur
verwendet, um die Proteinexpression des ERa und ERR analysieren zu kénnen. Zum
anderen sind die TNBC-Zellen aus dem Invasionsassay verarbeitet worden, um
Diskrepanzen in der CXCR4-Proteinexpression zu untersuchen. Die entsprechenden
Zelllinien wurden zunachst wie in Kap. 2.2.1.1 beschrieben, kultiviert, trypsiniert,
ausgezahlt und in Versuchsmedium resuspendiert. Im Anschluss sind diese in 6-Well-

Platten in Versuchsmedium ausgeséat und fur 24 h mono- oder kokultiviert worden.

Fir die Rezeptorstatusbestimmung des ERa und ERRB sind die Zellen nach 24 h in
Monokultur mit Versuchsmedium geerntet und aufbereitet worden (siehe Kap.2.2.3.2). Fir
die Untersuchung der CXCR4-Proteinexpression wurden die TNBC-Zellen nach 24 h laut
Kap. 2.2.1.3 zu einem Invasionsassay zusammengefigt und fir weitere 24 h mit dem
ERRB-Agonisten Liquiritigenin inkubiert (siehe Kap. 2.2.1.4 und Tabelle 14). Anschlieend
erfolgte die Proteinisolation (siehe Kap. 2.2.3.2).

2.2.3.2 Proteinisolation

1. TNBC-Zellen aus matrigelbeschichteten Inserts:

Die matrigelbeschichteten Inserts mit den Mammakarzinomzellen sind nach 24 h
Inkubation mit Liquiritigenin in neue Well-Platten Uberfluhrt und das Uberflissige Medium
aus den Inserts abgesaugt und verworfen worden. Anschliefend konnte mithilfe eines
Spatels das Matrigel und die darin noch befindlichen TNBC-Zellen vorsichtig abgeschabt
und in ein 1,5 ml-Eppendorfcup pipettiert werden. In dieses wurde zuvor 400 pyl PBS
vorgelegt. Der gesamte Vorgang der Proteinisolation ist auf Eis durchgefihrt worden. Im
Anschluss sind die Proben bei 12.000 g fir 25 min bei 4 °C in der Kuhlzentrifuge
zentrifugiert worden. Bei diesem Vorgang wurden die Zellen vom Matrigel und PBS
getrennt und setzten sich am Boden des Eppendorfcups ab. Nachdem der Uberstand
abgesaugt und verworfen wurde, verblieb das Zellpellet mit einem Restbestand Matrigel

am Boden des Eppendorfcups.
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2. Trennung von membranstandigen und zytosolischen Proteinen

Die Trennung von membranstandigen und zytosolischen Proteinen war fur den Nachweis
des membranstandigen Proteins CXCR4 erforderlich. Dafur wurde das Detergens Triton
X-114™-Puffer verwendet. Es sind 200 pl eines Gemisches aus 2 %-igen Triton X-114™-
Puffer (Sigma-Aldrich) und Protease-Inhibitor (Sigma-Aldrich) im Verhaltnis 1:100 in jedes
Eppendorfcup mit Zellpellet und Restbestand Matrigel hinzugegeben und auf- und
abpipettiert worden. Alle Schritte erfolgten auf Eis. Danach sind die Proben tber Nacht fur
mindestens 12 h bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler inkubiert worden. AnschlieRend
wurden die Proben nochmals bei 12.000 g fir 25 min bei 4 °C in der Kuhlzentrifuge
zentrifugiert, um letzte unlésliche Rickstande abzutrennen. In der Zwischenzeit sind fir
jede Probe ein neues Eppendorfcup fiur die Membranphase und ein Eppendorfcup fur die
zytosolische Phase vorbereitet worden. Danach wurden 200 pl des Uberstandes aus dem
urspringlichen Eppendorfcup vorsichtig abgenommen und in das vorbereitete
Eppendorfcup Uberfihrt und far 10 min bei 37 °C und 800 rpom im Thermomixer
geschiittelt. Im nachsten Schritt erfolgte eine Zentrifugation der Probe fir 5 min und
13.000 g bei Raumtemperatur. Bei diesem Schritt erfolgte die Auftrennung in zwei
Phasen, wobei die obere Phase die zytosolische Phase und die untere Phase die
membranstandige Phase darstellte. Die obere zytosolische Phase wurde vorsichtig
abgenommen und in das dafir vorbereitete Eppendorfcup Uberflihrt. Die untere
membranstandige Phase verblieb im Eppendorfcup. Im Anschluss sind fur die
Proteinfallung 600 ul Aceton zur zytosolischen Phase und 200 yl Aceton zur
membranstandigen Phase langsam hinzugegeben und auf- und abpipettiert worden. Die
Proteine wurden im Anschluss bei -20 °C Uber Nacht gefallt. Am nachsten Tag sind die
Proben erneut bei 12.000 g fiir 25 min bei 4 °C in der Kuhlzentrifuge zentrifugiert worden.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. Das am Boden des
Eppendorfcups verbliebene Proteinpellet ist in 2x NuPAGE®LDS Sample Buffer
resuspendiert und danach fiir 10 min bei 95 °C und 800 rpm im Thermomixer denaturiert

worden. Die Proben weiterverarbeitet oder bei -20 °C in Stickstoff gelagert.

3. TNBC-Zellen aus Wellplatten:

Nach 24 h in Monokultur mit Versuchsmedium wurde 1 ml Trypsin/EDTA auf die
Mammakarzinomzellen der Wells gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 5 min ist die
Reaktion durch Zugabe von 4 ml Nahrmedium gestoppt worden. Anschlielend wurde die
Zellsuspension zentrifugiert. Der Uberstand ist verworfen und das Zellepellet in 1 ml PBS
resuspendiert worden. Es folgte eine weitere Zentrifugation mit anschlieRender
Resuspension in 1 ml PBS. Nach einer letzten Zentrifugation wurde der Uberstand

verworfen und das Zellpellet in 2x NUPAGE® LDS Sample Buffer resuspendiert und flr
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10 min bei 95 °C und 800 rpm im Thermomixer denaturiert. Am Ende dieses Vorganges
wurden die Proben auf Eis gestellt und danach entweder sofort verarbeitet oder bei -20 °C

gelagert.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese) ist ein Verfahren, welches Proteine nach ihrer Grofde auftrennt. SDS stellt
ein anionisches Detergens dar, das an Proteine bindet, welche dadurch eine negative

Ladung bekommen.

Bei dem verwendeten Verfahren nach Laemmli (Laemmli 1970) werden die Proben in
einem Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid (siehe Tabelle 19) konzentriert und danach in
einem 10 %-igem Trenngel (siehe Tabelle 20) separiert. Fur die SDS-PAGE ist die Mini-
PROTEAN Il Electrophoresis Cell Apparatur von Bio-Rad verwendet und nach
Herstellerangaben aufgebaut worden. Die Apparatur wurde mit 500 ml SDS
Elektrophorese-Puffer aufgefillt. In die Geltaschen sind 20 - 40 pyl des Protein-Puffer-
Gemisches pipettiert worden. Als GroRenstandard wurde zusatzlich 5yl PeqGOLD
Protein-Marker V in eine Geltasche aufgetragen. Im Anschluss sind die Proteine bei 80 V
fur 30 min konzentriert und bei 150 V fur 40 min ihrer GroRe entsprechend aufgetrennt
worden. Nun konnten die aufgetrennten Proteine im Western Blot-Verfahren auf eine

PVDF-(Polyvinylidenfluorid)-Membran Ubertragen und nachgewiesen werden.

Material Einsatz
ddH,O 3,1ml
Prosieve 50 Gel Solution (Cambrex) 0,5 ml
1,0 mM Tris 1,3 mi
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50 pl
TMED 4 ul

Tabelle 19 Zusammensetzung des 5 %igen Sammelgels
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Material Einsatz
ddH,O 5,3 ml

Prosieve 50 Gel Solution (Cambrex) 2,0ml

1,0 mM Tris 2,5ml

10 % SDS 100 pl

10 % APS 100 pl

TMED 4 ul

Tabelle 20 Zusammensetzung des 10%igenTrenngels (Ansatz fiir 2 Gele)

2.2.3.4 Western Blot

Die Western Blot-Methode beschreibt die Ubertragung von elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinen auf eine Tragermembran, welche anschlieRend mithilfe

spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden kénnen.

Als Tragermembran diente eine PVDF-Membran (Immobilon®-P Membrane, Millipore),
welche mit Methanol aktiviert wurde. Nach Abschluss der Gelelektrophorese ist das
Sammelgel verworfen worden. Das verbliebene Trenngel wurde mit ddH,O gewaschen

und danach 2 - 5 min in Transferpuffer inkubiert.

Die verwendete Apparatur (Bio-Rad) ist gemaR Herstellerangaben aufgebaut worden.
Dabei wurde das SDS-Gel luftblasenfrei auf die PVDF-Membran aufgebracht und
zwischen je zwei in Transferpuffer getrankte Filterpapiere (Whatman, Schleicher &
Schuell) gelegt. Dieses Paket wurde zwischen zwei Schaumstoffschichten gespannt,
wobei die PVDF-Membran in Anodenrichtung angeordnet sein musste. Im Anschluss
wurden die Proteine fur 1 h bei 100 V auf die PVDF-Membran transferiert.

2.2.3.5 Detektion, Visualisierung und Auswertung

Die Membran ist nach dem Blotting mit TBST gewaschen worden. Danach erfolgte eine
Inkubation mit dem Blockierungsreagenz (Blocking-Solution) fur 1 h, um die noch freien
Bindungsstellen der Membran zu binden und zu blockieren. Nach beendeter Blockierung
sind Schale und Membran mit TBST fiir 5 min gewaschen worden. AnschlieRend wurde
die Membran fir 12 h bei 4 °C mit dem vorverdinnten Primarantikrper (siehe Tabelle 9)
inkubiert. Der Priméarantikdrper ist nach 12 h abgenommen und verworfen worden. Im
Anschluss wurde die Membran dreimal fir jeweils 20 min mit TBST gewaschen. In dieser
Zeit konnte der Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper in gewlinschter Konzentration

angesetzt werden (siehe Tabelle 10). Nach den Waschschritten ist die Membran bei
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Raumtemperatur mit dem Sekundarantikérper inkubiert worden. Nach erneuter
Durchfihrung der drei Waschgange fur je 20 min mit TBST, konnte die Detektion des
gebundenen Sekundarantikbrpers mithilfe der enhanced chemiluminescens reaction
(ECL-Reaktion)  durchgefihrt werden. Durch die Peroxidase zeigt ECL bei der
katalytischen Umsetzung eine Chemilumineszenz mit einem Maximum bei A =430 nm,
mit der Rontgenfiime (Amersham Hyperfim™MP, GE Healthcare Limited) belichtet
werden konnen. Die Exposition erfolgte in einer Rontgenfiimkassette (X-Ray GmbH).
Der Film wurde anschlieend in einer Dunkelkammer im X-Ray Film Prozessor SRS-
101A entwickelt. Mithilfe der Kodak Digital Science 1D Software wurden die

Ergebnisse festgehalten und ausgewertet.

2.2.4 Zytologische Farbung

2.2.41 Immunzytologische Farbung der Zelllinien

Fir den immunzytologischen Nachweis des ERa und des ERRB in den TNBC-Zelllinien
HCC1806 und HCC1937, sowie der Kontrollgruppe MCF-7 ist ein monoklonaler
Primarantikérper gegen ERa und ERR verwendet worden. Daflr wurden die Zellen auf
einen Objekttrager (Lab-TekTM Chamber SlidesTM Systeme, Nunc) mit einer 70%-igen
Konfluenz ausgesat und uber 24h kultiviert. Die immunzytochemische Farbung ist mit
dem Histostain® Bulk Kit der Firma Invitrogen nach Angaben des Herstellers durchgefihrt
worden. Die monoklonalen Primarantikdrper gegen den ERa und ERR inkubierten bei
4 °C Uber Nacht. Mithilfe der AEC + High Sensitivity Substrate Chromogen-L&sung der
Firma Dako erfolgte die Detektion des Primarantikdrpers. Die Objekttrager wurden nach
einer belichtungsfreien Einwirkdauer von 30 min mit ddH,O gewaschen. AnschlieRend
erfolgte der Waschvorgang mittel Hamalaun-Losung fur 30 sec. Eine Blaufarbung der
Proben erfolgte mittels Leitungswasser, das Eindecken der Objekttrager mittels Aquatex®
der Firma Merck. Mithilfe des Mikroskop IX 51 (Olympus) wurden die gefarbten Zellen

fotografiert und ausgewertet.

2.2.42 Mikroskopische Auswertung der Kokultur

Nach 72 h (t72) wurde bei den HCC1806-Zellen und nach 96 h (tgs) bei den HCC1937-
Zellen die Kokultur beendet und die Anzahl der invadierten Zellen bestimmt, die sich
adharent an der Unterseite der Insert-Membran befanden. Hierfur sind die TNBC-Zellen
HCC1806 und HCC1937 unterhalb des Filters mit Methanol fixiert und anschlieRend in
mehreren Schritten mit Mayers-Hamalaun-Losung angefarbt worden (siehe Tabelle 21).
Nach der Hamalaunfarbung ist das Matrigel mit den darin befindlichen

Mammakarzinomzellen vorsichtig mithilfe eines Wattestdbchens von der Insert-Membran
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abgeschabt worden. Somit konnten nur die Zellen haften bleiben, die bereits durch das
Matrigel und die Membran hindurch gewandert waren. Anschliefend wurde die Membran
aus dem Insert heraus gestanzt und auf einem Objekttrager mittels Deckglas
eingedeckelt. Die Deckglaser auf den gefarbten Membranen wurden mit einem Kreuz
versehen und somit in vier gleichgroRe Quadranten eingeteilt. Spater sind alle
Quadranten vollstandig am Mikroskop IX 51 (Olympus) angeschaut und fotografiert

worden. Ein selbstandiges Auszahlen erfolgte mithilfe der Software Axio Vision 3.1.

Ablauf Zeit [min] Menge [ml]
1. PBS Waschschritt 5 1
2. Spulung mit Aqua dest. 1
3. Fixierung mit Methanol 100 % 10-15 1
4. Spulung mit Aqua dest 1
5. Hamalaunlésung 5-10 1
6. Spulung mit Aqua dest 1
7. Blauung mit Leitungswasser 1
8. Spulung mit Aqua dest 1
Tabelle 21 Immunzytologische Firbung

2.3 Scratch-Assay

Mithilfe des Scratch-Assays kann die Migrationsfahigkeit von Zellen in vitro festgestellt
werden. In dieser Arbeit ist der Einfluss des ERR-Agonisten Liquiritigenin auf die Fahigkeit
zur Migration der TNBC-Zelllinie HCC1806 untersucht worden. Hierfir wurden ca. 30.000
HCC1806-Zellen je Well in MEM-Earl Kulturmedium mit Phenolrot in 6-Well-Platten
ausgesat. Nach 72 h wiesen die Zellen im Well eine Konfluenz von ungefahr 70 - 80 %
auf. Daraufhin wurde das Uberstehende Medium vorsichtig aus dem Well abgesaugt und
verworfen. Im Anschluss ist in jedem Well mit einer weilRen Pipettenspitze (10 pl) ein
definierter Defekt (Scratch) von ca. 1 mm im Zellrasen gesetzt worden. Anschlie3end sind
die Zellen in den Wells mit Liquiritigenin (1x10™"" M bis 1x10° M) und eine Kontrolle ohne
Liquiritigenin jedoch mit Versuchsmedium inkubiert worden. Dies entsprach dem Zeitpunkt
t =0 h. Die Ruckseite vom Well ist mit einem Raster versehen worden, sodass der
gesetzte Scratch unter dem Mikroskop beobachtet werden konnte. Die Breite des
Scratches ist zum Zeitpunkt t=0h, t=24h und t=48h unter dem Mikroskop

angeschaut, ausgemessen und fotografiert worden. Die Auswertung der Daten und
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Auftragung im Graphen erfolgte anschlieBend mithilfe der Software GraphPad Prism®
(Version 5.00).

2.3.1 Dokumentation und statische Analysen

Alle Ergebnisse dieser Arbeit wurden aus mindestens drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Versuchen mit unterschiedlichen Zellpassagen gewonnen (n = 3). Fur die
statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten diente die Software
GraphPad Prism® (Version 5.00). Als statistische Testverfahren wurden der der one-way
ANOVA, gefolgt vom Tukey's HSD-Test oder der t-Test (gepaart) verwendet. Die
mikroskopische Auswertung der Kokultur und Scratch-Assays erfolgte mithilfe des
Mikroskops (Olympus) und der Software Axio Vision (Version 3.1). Die Auszahlung der
einzelnen Zellen sowie das Ausmessen der Scratch-Breite konnte mit der Software
Imaged (Version 1.45s) durchgefuhrt werden. Die Dokumentation und Auswertung der
Agarose-Gele erfolgte mithilfe des UV-Transilluminators von Biometra und der Software
Bio Doc Analyze 2. Fur die Dokumentation und Auswertung der Western Blots ist die

Software Kodak Digital Science 1D genutzt worden.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression des ERa und ERB

Zunachst wurde die Expression des ERa und ERB in den verwendeten TNBC-Zelllinien
HCC1806 und HCC1937 sowie der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 als Kontrollzelllinie

untersucht.

3.1.1 mRNA-Expression des ERa und ERR

Die Expression des ERa und ERB wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht.
Das housekeeping gene L7 diente hierbei als Kontrolle. Dabei wurde die mRNA-
Expression des ERa und ERpB in den TNBC-Zelllinien HCC1806, HCC1937 und in der

Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nachgewiesen (siehe Abb. 2).

215 bp Sssannep -
303bp |t (D — ERS

5700 N ——

HCC1806 HCC1937 MCF-7

Abb. 2: Expression des ERa und ERRBR in den TNBC-Zelllinien HCC1806, HCC1937 und der
Mammakarzinomzellline MCF-7. Die Expression des ERa und ERR wurde auf mMRNA-Ebene mittels RT-PCR

bestimmt. Als Kontrolle diente das housekeeping gene L7.

3.1.2 Immunzytochemischer Nachweis des ERa und des ERf

Nachdem die Rezeptorexpression auf mRNA-Ebene analysiert worden ist, ist diese
anschlieBend mithilfe einer immunzytologischen Farbung mit spezifischen Antikdrpern
gegen den ERa und ERP untersucht worden. Als Kontrolle diente die Immunfarbung ohne
Primarantikérper (siehe Abb. 3 A, D, G). In den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937
konnte eine deutliche ERB-Antigenitat (siehe Abb. 3 C, F), jedoch keine ERa-Antigenitat
(siehe Abb. 3 B, E) nachgewiesen werden. Die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 diente als
Positivkontrolle und zeigte sowohl ERR-Antigenitat (siehe Abb. 3 ) als auch ERa-
Antigenitat (siehe Abb. 3 H).
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Abb. 3: Inmunzytochemischer Nachweis des ERa und ERR in den TNBC-Zelllinien HCC1806, HCC1937
und der Mammakarzinomzelllinie MCF-7. Der immunzytochemische Nachweis des ERa
(B:HCC1806, E: HCC1937, H: MCF-7) und des ERR (C: HCC1806, F: HCC1937, I: MCF-7) erfolgte durch
immunzytologische Farbung mit spezifischen Antikdrpern. Als Kontrolle wurde die Immunfarbung ohne
Primarantikérper durchgefuhrt (A: HCC1806, D: HCC1937, G: MCF-7).

3.1.3 Nachweis der Proteinexpression des ERa und ERR

Mithilfe des Western Blots konnte die ERa-Proteinexpression in der Mammakarzinom-
zelllinie MCF-7, jedoch nicht in den TNBC-Zellinien HCC1806 und HCC1937
nachgewiesen werden (siche Abb. 4 (A)). Die ERR-Proteinexpression wurde in der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937
nachgewiesen (siehe Abb. 4 (B)).
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Abb. 4: Nachweis der Proteinexpression des ERa (A) und des ERR (B) in den TNBC-Zelllinien HCC1806
und HCC1937 sowie der Mammakarzinomzelllinie MCF-7. Die Proteinexpression des ERa und ERR wurde

mittels Western Blot nachgewiesen. Aktin diente als Ladder-Kontrolle.

3.2 Einfluss von ERB-Agonisten auf die Invasion der TNBC-Zelllinien HCC1806
und HCC1937 in Kokultur

Mithilfe des Kokultur-Systems sollte untersucht werden, ob die ERR-Agonisten
Liquiritigenin und ERB-041 einen hemmenden Einfluss auf die Invasion der TNBC-
Zelllinien HCC1806 und HCC1937 in Kokultur haben. Zunachst wurde die Invasion dieser
Zelllinien in Kokultur sowohl mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 als auch ohne

die Osteoblasten-dhnliche Zelllinie MG63 untersucht.

3.2.1 Untersuchung des Invasionsverhaltens der TNBC-Zelllinien HCC1806 und
HCC1937 in Kokultur

Es konnte zunachst mikroskopisch nach Hamalaunfarbung gezeigt werden, dass die
Anzahl der invadierten Zellen bei Kokultivierung der TNBC-Zelllinien HCC1806 fur 72 h
und HCC1937 fur 96 h (siehe Abb. 5 B, D) mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63
gegenuber der Kontrolle (siehe Abb. 5 A, C) ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie
MG63 deutlich anstieg. Bei Kokultivierung der TNBC-Zelllinie HCC1806 mit der MG63
Zelllinie konnte ein signifikanter Anstieg (KK =3.680,0 + 610,60 % SEM, p<0,001) der
Invasion im Vergleich zur Kontrolle (K =100 %) gezeigt werden (siche Abb. 6 A). Die
TNBC-Zelllinie HCC1937 zeigte in der Kokultur ebenfalls einen signifikanten, aber
geringeren Anstieg (KK =602,0 + 104,0 % SEM, p<0,001) der Invasion gegenuber der
Kontrolle (K =100 %) als die Zelllinie HCC1806 (sieche Abb. 6 B).
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Abb. 5: Invasion monokultivierter und kokultivierter TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937
(Hamalaunfarbung). Die HCC 1806 Zellen wurden fir 72 h und die HCC1937-Zellen fur 96 h ohne die
Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 (Kontrolle) kultiviert (A: HCC1806, C: HCC1937) und mit der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 (Kokultur) kultiviert (B: HCC1806, D: HCC1937).

A B

Abb. 6: Invasion von monokultivierten und kokultivierten TNBC-Zellen HCC1806 (A) und HCC1937 (B).
Die HCC1806-Zellen wurden fir 72 h und die HCC1937-Zellen fir 96 h ohne die Osteoblasten-ahnliche
Zelllinie MG63 (Kontrolle) und mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 (Kokultur) kultiviert. Angegeben
sind MW + SEM, n =24 biologische Replikate, Signifikanzen wurden mittels t-test (gepaart) errechnet:
(a) p<0,001 vs. Kontrolle.
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3.2.2 Einfluss des ERRB-Agonisten Liquiritigenin auf die Invasion der TNBC-
Zelllinien HCC1806 und HCC1937 in Kokultur

Wie schon im vorangegangenen Versuch zeigte sich, dass die Anzahl der invadierten
TNBC-Zellen HCC1806 in Kokultur fur 72 h mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63
signifikant (KK =4.545,0£1.090,0 % SEM, p<0,001) gegenliber der Kontrolle
(K=100 %) ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 erhoht war (siehe Abb. 7 A).
Im Vergleich hierzu zeigte sich bei der TNBC-Zelllinie HCC1937 in Kokultur fir 96 h mit
der MG63 Zelllinie gleichfalls ein signifikanter (KK =852,0 +290,5 % SEM, p<0,05)
jedoch geringerer Invasions-Anstieg gegenuiber der Kontrolle (K =100 %) als bei der
TNBC-Zelllinie HCC1806 (siehe Abb. 8 A).

Nach Behandlung der kokultivierten TNBC-Zelllinie HCC1806 mit Liquiritigenin
(1x10™" M - 1x10° M) zu den Zeitpunkten t =0 h und t = 48 h {iber insgesamt 72 h wurde
die Invasion dieser Zelllinie dosisabhangig im Vergleich zur Kokultur (KK =100 %) bei
bestimmten Konzentrationen signifikant gehemmt (1x10'11 M: 96,0 +11,5 % SEM,
n.s. vs.Kokultur; 1x10°M: 79,0 +6,8% SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x10°M: 68,2 +
22,2 % SEM, p<0,05 vs. Kokultur; 1x107M: 67,4 +8,0 % SEM, p<0,01 vs. Kokultur;
1x10°M: 48,1 +6,8 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x10°M: 184+ 35% SEM,
p<0,001 vs. Kokultur) (siehe Abb. 7 B).

Weiterhin war nach Inkubation der kokultivierten TNBC-Zelllinie HCC1937 mit
Liquiritigenin (1x10™"" M - 1x10° M) zu den Zeitpunkten t = 0 h und t = 48 h Uiber insgesamt
96 h im Vergleich zur Kokultur (KK =100 %) ein signifikanter Rickgang der Invasion bei
allen verwendeten Konzentrationen zu beobachten (1x10'11 M: 72,7+ 5,5% SEM,
p<0,05 vs. Kokultur; 1x10°M: 54,3 +8,8 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x10°M:
457 £13,8 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x10"M: 48,6 +5,6 % SEM, p<0,001 vs.
Kokultur; 1x10°M: 44,5+ 14,5 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x10°M: 46,8 £5,2 %
SEM, p<0,001 vs. Kokultur) (siche Abb. 8 B).
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Abb. 7 Invasion von monokultivierten und kokultivierten HCC1806-Zellen (A) und Einfluss von
Liquiritigenin auf die Invasion kokultivierter HCC1806-Zellen (B). In der Kontrolle wurden die HCC1806-
Zellen ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 und in der Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen
Zelllinie MG63 fur 72 h kultiviert. Die kokultivierten Zellen wurden zum Zeitpunkt t=0h und t=48h
dosisabhangig mit Liquiritigenin (1x10'”M bis 1x10'5M) inkubiert. Angegeben sind MW + SEM, n=8
biologische Replikate. Signifikanzen wurden mittels t-test (gepaart) errechnet (A): (a) p<0,01 vs. Kontrolle
sowie mittels one-way ANOVA, gefolgt vom Tukey's HSD-Test (B): (b) p<0,001 vs. Kokultur, (c) p<0,01 vs.
Kokultur, (d) p<0,05 vs. Kokultur.
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Abb. 8: Invasion von monokultivierten und kokultivierten HCC1937-Zellen (A) und Einfluss von
Liquiritigenin auf die Invasion kokultivierter HCC1937-Zellen (B). In der Kontrolle wurden HCC1937-
Zellen ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 und in der Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen
Zelllinie MG63 fur 96 h kultiviert. Die kokultivierten Zellen wurden zum Zeitpunkt t=0h und t=48h
dosisabhangig mit Liquiritigenin (1x10'”M bis 1x10'5M) inkubiert. Angegeben sind MW + SEM, n=6
biologische Replikate. Signifikanzen wurden mittels t-test (gepaart) errechnet (A): (a) p<0,05 vs. Kontrolle
sowie mittels one-way ANOVA, gefolgt vom Tukey's HSD-Test (B): (b) p<0,001 vs. Kokultur, (c) p<0,05 vs.
Kokultur.
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3.2.3 Einfluss des ERB-Agonisten ERB-041 auf die Invasion der TNBC-Zelllinie
HCC1937 in Kokultur

Bei Kokultivierung der TNBC-Zelllinie HCC1937 mit der MG63 Zelllinie fur 96 h zeigte sich
eine signifikante Steigerung (KK =635,0 £ 136,7 % SEM, p<0,01) der Invasion dieser
Zellen gegenuber der Kontrolle (K = 100 %) ohne die MG63 Zelllinie (siehe Abb. 9 A).

Durch eine Behandlung der kokultivierten TNBC-Zelllinie HCC1937 mit ERB-041
(1x10™" M - 1x10°M) zu den Zeitpunkten t =0 h und t = 48 h iber insgesamt 96 h wurde
eine konzentrationsabhadngige Hemmung der Invasion gezeigt. Eine signifikante
Hemmung konnte bei nachstehenden Konzentrationen gegentber der Kokultur
(KK = 100 %) beschrieben werden (1x10™""M: 80,5+ 12,2 % SEM, n.s. vs. Kokultur;
1x10°M: 77,2 £5,0 % SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x10°M: 64,7 + 13,8 % SEM, p>0,05 vs.
Kokultur, 1x10” M: 62,5 + 10,0 % SEM, p<0,01 vs. Kokultur; 1x10°M: 60,0 + 6,1 % SEM,
p<0,01 vs. Kokultur; 1x10°M: 42,0 + 4,5 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur) (siehe Abb. 9 B).

- B
-

Kontrolle Kokultur

ERB-041 [1x10% M]

Abb. 9: Invasion von monokultivierten und kokultivierten HCC1937-Zellen (A) und Einfluss von
ERB-041 auf die Invasion kokultivierter HCC1937-Zellen (B). In der Kontrolle wurden die HCC1937-Zellen
ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 und in der Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie
MG63 fiir 96 h kultiviert. Die kokultivierten Zellen wurden zum Zeitpunkt t = 0 h und t = 48 h dosisabhangig mit
ERB-041 ('Ix'IO'11 M bis 1x10° M) inkubiert. Angegeben sind MW und + SEM, n = 4 biologische Replikate.
Signifikanzen wurden mittels t-test (gepaart) errechnet (A): (a) p<0,01 vs. Kontrolle sowie mittels one-way
ANOVA, gefolgt vom Tukey's HSD-Test (B): (b) p<0,001 vs. Kokultur, (c) p<0,01 vs. Kokultur, (d) p< 0,05 vs.
Kokultur.
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3.2.4 Einfluss des ERB-Agonisten ERB-041 auf die Invasion der TNBC-Zelllinie
HCC1806 in Kokultur

Die TNBC-Zelllinie HCC1806 zeigte wahrend der Kokultur fir 72 h mit der Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG63 einen signifikanten Anstieg (KK =1.731,0 £ 385,0 % SEM,
p<0,01) der Invasion im Vergleich zur Kontrolle (K =100 %) ohne die Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG63 (siehe Abb. 10 A).

Die Behandlung der TNBC-Zelllinie HCC1806 mit ERB-041 (1x10™"'M - 1x10°M) zu den
Zeitpunten t=0h und t=48 h Uber insgesamt 72 h erbrachte keine dosisabhangige
Hemmung der Invasion. Vielmehr zeigte sich ein wellenférmiger Verlauf der Anzahl von
invadierten inkubierten HCC1806-Zellen gegentber der Kokultur (KK =100 %) mit
Signifikanzen in allen Konzentrationen (1x10'11 M: 37,2254 % SEM, p<0,001 vs.
Kokultur; 1x10°M: 57,3 +7,1 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x10°M: 34,3+14,4%
SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x107 M: 69,9+4,6 % SEM, p<0,01 vs. Kokultur;
1x10°M: 55,4 + 12,4 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur; 1x10°M: 39,4 +4,8% SEM,
p<0,001 vs. Kokultur) (siehe Abb. 10 B).

Aufgrund dieses Ergebnisses sind anschliefend Versuche unter gleichen Bedingungen,
jedoch zusatzlich weiteren geringeren Konzentrationen von ERB-041 (1x10™M -
1x10°M) durchgefithrt worden, um eine in diesen Bereichen eventuell bestehende
konzentrationsabhangige Wirkung der Substanz zeigen zu kénnen (siehe Abb. 11). Der
zuvor beschriebene wellenformige Verlauf bestand jedoch weiterhin und es lieR sich keine
dosisabhéangige Inhibierung der Invasion nachweisen. Bei bestimmten Konzentrationen
trat eine gegenuber der Kokultur (KK = 100 %) signifikante Hemmung der
Invasionsfahigkeit der TNBC-Zelllinie HCC1806 auf (1x10'14M: 54,07 £+ 9,49 % SEM,
p<0,05 vs. Kokultur, 1x10™M: 37,31+7,27 % SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x10™"M:
31,3+ 13,49 % SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x10™""M: 58,63 + 32,14 % SEM, p<0,001 vs.
Kokultur; 1x107'°M: 36,27 +8,31 % SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x10° M: 38,33 + 11,85 %
SEM, p<0,01 vs. Kokultur, 1x10®M: 62,55 + 28,36 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur,
1x107"M: 33,02 +6,54 % SEM, p<0,05 vs. Kokultur; 1x10°M: 41,46 +7,26 % SEM,
p<0,05 vs. Kokultur; 1x10°M: 56,38 £29,89 % SEM, p<0,001 vs. Kokultur)
(siehe Abb. 11).
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3.3 Einfluss des ERR-Agonisten Liquiritigenin auf die Migration der TNBC-Zelllinie
HCC1806

Der Einfluss von Liquiritigenin auf die Migration der TNBC-Zelllinie HCC1806 wurde
mithilfe eines Scratch-Assays untersucht. Die HCC1806-Zellen wurden zum Zeitpunkt
t = 0 h nach Durchfilhrung des Scratches mit Liquiritigenin (1x10™"" M - 1x10° M) und ohne
Liquiritigenin (Kontrolle) inkubiert. Die Breite des Scratches ist zum Zeitpunkt t=0 h,
t =24 h und t=48 h mikroskopisch ausgemessen worden. Eine Abnahme der Scratch-
Breite entsprach einer zunehmenden Migration. Zunachst zeigte sich mikroskopisch nach
Inkubation mit Liquiritigenin  (1x10""M und 1x10°M) sowie mit zunehmender
Inkubationszeit eine Abnahme der Scratch-Breite, dies zeigte sich auch in der Kontrolle
(siehe Abb. 12).

Nach Auswertung der Messergebnisse konnte gezeigt werden, dass bei Inkubation der
TNBC-Zelllinie HCC1806 mit Liquiritigenin mit den Konzentrationen 1x10”" M und 1x10°M
gegenuber der Kontrolle (K =100 %) eine Verringerung der Migration erreicht wurde
(1x10""M: 62,4 £ 20,4 % SEM, n. s. vs. Kokultur; 1x10°M: 59,0 21,7 % SEM, n.s. vs.
Kokultur; 1x107 M: 67,0 + 17,0 % SEM, n. s. vs. Kokultur; 1x10°M: 66,18 + 17,8 % SEM)
(siehe Abb. 13).

24 h 48 h

Kontrolle

Liquiritigenin
(1x10> M)

Liquiritigenin
(1x10711 M)

Abb. 12: Einfluss von Liquiritigenin auf die Migration der HCC1806-Zellen im Scratch-Assay
(Mikroskopische Darstellung). Die HCC1806-Zellen wurden dosisabhangig mit Liquiritigenin (1x10™"' M und
1x10° M) und ohne Liquiritigenin (Kontrolle) inkubiert. Es wurde zum Zeitpunkt t=0h, t=24 h und t=48 h
unter dem Mikroskop die Scratch-Breite ausgemessen.
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Abb. 13: Einfluss von Liquiritigenin auf die Migration der HCC1806-Zellen im Scratch-Assay. Die
HCC1806-Zellen wurden dosisabhingig mit Liquiritigenin (1x10""M bis 1x10°M) und ohne Liquiritigenin
(Kontrolle) inkubiert. Es wurde zum Zeitpunkt t =0h, t=24 h und t = 48 h ein mikroskopisches Bild erstellt
und die Scratch-Breite ausgemessen. Die gemessenen Werte wurden jeweils auf ihre Ausgangswerte zum
Zeitpunkt t = 0 h in [%] bezogen und in der Grafik zu den Zeitpunkten t =0 h, t =2 h und t = 4 h dargestellt.
Angegeben sind MW + SEM.

3.4 Einfluss der ERB-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 auf die Proliferation
der TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937

Der Einfluss der ERR-Agonisten auf die Proliferationsfahigkeit der TNBC-Zelllinien ist
mithilfe des alamarBlue®assay untersucht worden.

3.4.1 Einfluss des ERBR-Agonisten Liquiritigenin auf die Proliferation der TNBC-
Zelllinien HCC1806 und HCC1937

Die TNBC-Zellinie HCC1806 zeigte nach Kultivierung fir 120 h und einer dosis-
abhangigen Behandlung mit dem ERR-Agonisten Liquiritigenin zu den Zeitpunkten
t=24h und t =72 h gegenuber den unbehandelten HCC1806-Zellen (Kontrolle = 100%)
keine signifikante Veranderung der Proliferationsfahigkeit (1x10™""M: 96,30 + 11 % SEM,
n. s. vs. Kontrolle; 1x10°M: 107,0 £ 5,0 % SEM, n. s. vs. Kontrolle; 1x10”" M: 98,4 + 1,0 %
SEM, n. s. vs. Kontrolle; 1x10°M: 91,6 + 1,0 % SEM, n. s. vs. Kontrolle) (siehe Abb.
14 A).

Eine Kultivierung der TNBC-Zelllinie HCC1937 fur 120 h und eine konzentrations-
abhangige Behandlung dieser mit Liquiritigenin zu den Zeitpunkten t =24 h und t=72h
erbrachte im Vergleich zur Kontrolle (K =100 %) wie bei der TNBC-Zelllinie HCC1806
keine signifikante Anderung der Proliferation (1x10™""M: 97,70 £5,6 % SEM, n. s. vs.
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Kontrolle; 1x10°M: 85,4 +3,2 % SEM, n. s. vs. Kontrolle; 1x10”M: 91,6 + 1,0 % SEM,
n. s. vs. Kontrolle; 1x10°>M: 106,0 + 15,0 % SEM, n. s. vs. Kontrolle)

(siehe Abb. 14 B).

Abb. 14: Einfluss von Liquiritigenin auf die Zellproliferation der TNBC-Zelllinien HCC1806 (A) und
HCC1937 (B). Die TNBC-Zellen HCC1806 und HCC1937 wurden fur 120 h kultiviert und zum Zeitpunkt
t=24h und t=72h dosisabhangig mit Liquiritigenin (1x10'”M bis 1x107 M) sowie ohne Liquiritigenin
(Kontrolle) inkubiert. Zum Zeitpunkt t = 120 h wurde die Zellproliferation bestimmt und in [%] zur Kontrolle

(= 100%) aufgetragen. Angegeben sind MW = SEM, n = 3 biologische Replikate.

3.4.2 Einfluss des ERR-Agonisten ERB-041 auf die Proliferation der TNBC-
Zelllinien HCC1806 und HCC1937

Auch nach einer dosisabhangigen Behandlung mit dem ERR-Agonisten ERB-041 zu den
Zeitpunkten t =24h und t=72 h zeigte die TNBC-Zelllinie HCC1806 keine signifikante
Veranderung der Proliferation (1x10™""'M: 107,0 + 7,9 % SEM, n.s. vs. Kontrolle; 1x10™ M:
107,0 £ 4,8 % SEM, n.s. vs. Kontrolle; 1x107 M: 101,4 + 8,6 % SEM, n.s. vs. Kontrolle;
1x10°M: 101,0+8,4 % SEM, n.s. vs. Kontrolle) im Vergleich zu unbehandelten
HCC1806-Zellen (K = 100 %) (siehe Abb. 15 A).

In gleicher Weise konnte nach einer Behandlung der TNBC-Zelllinie HCC1937 mit dem
ERR-Agonisten ERB-041 zu den Zeitpunkten t=24 h und t=72h kein signifikanter
Einfluss auf die Proliferation (1x107""M: 97,0 + 5,6 % SEM, n.s. vs. Kontrolle; 1x10° M:
104,6 + 5,1 % SEM, n.s. vs. Kontrolle; 1x107"M: 111,0 £ 5,7 % SEM, n.s. vs. Kontrolle;
1x10°M: 109,0+7,7% SEM, n.s. vs. Kontrolle) im Vergleich zu unbehandelten
HCC1937-Zellen (K =100 %) beobachtet werden (siehe Abb. 15 B). Zusammenfassend
konnte festgestellt werden, dass beide ERR-Agonisten keinen Effekt auf die Proliferation

der TNBC-Zelllinien zeigten.
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Abb. 15: Einfluss von ERB-041 auf die Zellproliferation der TNBC-Zelllinien HCC1806 (A) und
HCC1937 (B). Die TNBC-Zellen HCC1806 und HCC1937 wurden fur 120 h kultiviert und zum Zeitpunkt
t=24h und t =72 h dosisabhangig mit ERB-041 (1x10™"M bis 1x10° M) sowie ohne ERB-041 (Kontrolle)
inkubiert. Zum Zeitpunkt t =120 h wurde die Zellproliferation bestimmt und in [%] zur Kontrolle (= 100%)

aufgetragen. Angegeben sind MW + SEM, n = 3 biologische Replikate.

3.5 Einfluss von Liquiritigenin auf die CXCR4-Proteinexpression

Da das CXCR4/SDF-1-System eine entscheidende Rolle bei der Invasion von
Tumorzellen spielt, ist der Einfluss des ERR-Agonisten Liquiritigenin auf die CXCR4-
Proteinexpression in den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 im Kokultursystem
untersucht worden. Die TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 wurden fir die Dauer
von 24 h ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 (Kontrolle) und mit der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 (Kokultur) kultiviert. Die kokultivierten Zellen sind
zum Zeitpunkt t=0h fiir 24 h dosisabhdngig mit Liquiritigenin (1x10™""M - 1x10° M)
inkubiert worden. Nach Proteinaufarbeitung erfolgte ein quantitativer Nachweis der

CXCR4-Proteinexpression mittels Western Blot, wobei Aktin als Kontrolle diente (siehe
Abb. 16 B und Abb. 17 B).

Bei der TNBC-Zelllinie HCC1806 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der CXCR4-
Proteinexpression in der unbehandelten Kokultur (KK =196,2 + 14,3 % SEM, p<0,01) im
Vergleich zur Kontrolle (K = 100 %) (siehe Abb. 16 A).

Nach der Behandlung mit Liquiritigenin war gegeniber der Kokultur (KK =100 %) eine
deutliche, signifikante Abnahme der CXCR4-Proteinexpression zu erkennen (1x10™"" M:
137,0£ 22,6 % SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x10°M: 120,0 + 13,4 % SEM, p<0,05 vs.
Kokultur; 1x107M: 153,0 + 17,0 % SEM, n.s. vs. Kokultur, 1x10°M: 121,0 + 2,9 % SEM,
p<0,05 vs. Kokultur) (siehe Abb. 16 A).
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Auch die unbehandelte kokultivierte TNBC-Zelllinie HCC1937 wies eine signifikante
Zunahme der CXCR4-Proteinexpression (KK = 225,3 + 36,7 % SEM, p<0,01) gegenuber
der Kontrolle (K = 100 %) auf (siehe Abb. 17 A). Nach Inkubation mit Liquiritigenin konnte
gegenuber der Kokultur (KK =100 %) eine signifikante Abnahme der CXCR4
Proteinexpression gezeigt werden (1x10""M: 199,0 +34,9 % SEM, n.s vs. Kokultur;
1x10°M: 176,0 + 14,5 % SEM, n.s. vs. Kokultur; 1x107 M: 198,8 + 10,5 % SEM, p<0,01
vs. Kokultur, 1x10°5 M: 128,8 + 13,6 % SEM, p<0,05 vs. Kokultur) (siehe Abb. 17 A).
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Abb. 16: Einfluss von Liquiritigenin auf die CXCR4-Proteinexpression von HCC1806-Zellen. Die
HCC1806-Zellen wurden ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 (Kontrolle) und mit der Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG63 (Kokultur) fir 24 h kultiviert. Die kokultivierten Zellen wurden zum Zeitpunkt t =0 h
fiir 24 h dosisabhangig mit Liquiritigenin (1x10™" M bis 1x10° M) inkubiert. Im Western Blot wurde die CXCR4-

Proteinexpression nachgewiesen (B). Aktin diente hierbei als Kontrolle. Angegeben sind MW + SEM, n=3
biologische Replikate. Signifikanzen wurden mittels one-way ANOVA, gefolgt vom Tukey's HSD-Test,
errechnet (A): (a) p<0,01 vs. Kontrolle, (b) p<0,05 vs. Kokultur.
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Abb. 17: Einfluss von Liquiritigenin auf die CXCR4-Proteinexpression von HCC1937-Zellen. Die
HCC1937-Zellen wurden ohne die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG63 (Kontrolle) und mit der Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG63 (Kokultur) fur 24 h kultiviert. Die kokultivierten Zellen wurden zum Zeitpunkt t=0h
fiir 24 h dosisabhangig mit Liquiritigenin (1x10™" M bis 1x10° M) inkubiert. Im Western Blot wurde die CXCR4-
Proteinexpression nachgewiesen (B). Aktin diente hierbei als Kontrolle. Angegeben sind MW + SEM, n=3

biologische Replikate. Signifikanzen wurden mittels one-way ANOVA, gefolgt vom Tukey's HSD-Test,
errechnet (A): (a) p<0,01 vs. Kontrolle, (b) p<0,01 vs. Kokultur, (c) p<0,05 vs. Kokultur.
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4 Diskussion

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die Wirkung der bislang wenig untersuchten selektiven
ERRB-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 auf die Invasion von kokultivierten TNBC-
Zelllininen HCC1806 und HCC1937 zu analysieren und dadurch Einblicke in die Funktion
des ERR bei der Invasion, Migration und Proliferation des TNBC zu bekommen. Des
Weiteren sollte die Expression des als prometastatisch geltenden CXCR4 in den
kokultivierten TNBC-Zelllinien nach Behandlung mit dem ERR-Agonisten Liquiritigenin

untersucht werden.

4.1 Expression und Funktion des ERBR

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die verwendeten TNBC-Zelllinien HCC1806
und HCC1937 den ERR auf Proteinebene in hohem Male exprimieren. Eine
Proteinexpression des ERa war jedoch in den TNBC-Zellen nicht zu finden. In der
Kontrollzelllinie MCF-7 hingegen zeigte sich die Proteinexpression des ERa und des ERR.
Diese Ergebnisse stellten die Grundlage fir die weiterfihrenden Untersuchungen mit den
selektiven ERRB-Agonisten dar. Auch Chen und Russo (2009) zeigten, dass bei einem
groRen Teil von Patientinnen mit TNBC die Proteinexpression des ERR im Tumor
nachzuweisen war. Mit dem ERB werden in der Literatur Tumorwachstum und Invasion,

inhibierende Eigenschaften assoziiert (Lindberg et al. 2010, Mersereau et al. 2008).
4.2 Inhibition der Invasion und Migration von kokultivierten TNBC-Zellen

4.2.1 Inhibition der Invasion durch selektive ERR-Agonisten

Um die Invasion im Rahmen der Metastasierung von Mammakarzinomzellen in den
Knochen simulieren zu kénnen, wurde in dieser Arbeit das Kokultur-System verwendet.
Dies ist ein von unserer Abteilung entwickeltes in-vitro-Modell der gerichteten Invasion,
bei dem die Mammakarzinomzellen mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63
kokultiviert und die Invasion der Mammakarzinomzellen durch eine kinstliche
Basalmembran untersucht wird (von Alten et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die Invasion der TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 in
Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 signifikant zunimmt, wobei die
Zelllinie HCC1806 eine deutlich starkere Invasion als die Zelllinie HCC1937 aufweist.
Auch Ziegler (2013) konnte in ihrer Arbeit einen starken Anstieg der Invasion von
HCC1806 -und HCC1937-Zellen in Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie

MG63 nachweisen.
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Mithilfe dieses Modells wurde im weiteren Verlauf untersucht, inwieweit die ERR-
Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 einen moglicherweise inhibierenden Effekt auf die
Invasion der TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 in Kokultur haben. Die
verwendeten Substanzen Liquiritigenin, ein aus der Wurzel der Glycyrrhiza uralensis
isolierter Naturstoff, und die Substanz ERB-041 sind beide selektive Agonisten des ERR
(Shanle et al. 2011). lhnen werden antiinflammatorische und tumorsupprimierende

Eigenschaften zugeschrieben (Liu et al. 2012).

Es konnte bei den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 gezeigt werden, dass die
Invasion durch eine kinstliche Basalmembran durch die Behandlung mit den selektiven
ERRB-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 signifikant und dosisabhangig reduziert wurde.
Die Behandlung der TNBC-Zelllinie HCC1806 mit Liquiritigenin zeigte eine signifikante
Inhibierung der Invasion im Bereich von 1x10®M bis 1x10°M. Bei der Zelllinie HCC1937
wurde die Anzahl der invadierten TNBC-Zellen durch Liquiritigenin bei allen verwendeten
Konzentrationen signifikant reduziert. Auch bei Inkubation der Zelllinie HCC1937 mit
ERB-041 liel3 sich eine dosisabhangige Reduktion der Invasion beobachten. Lediglich bei
Inkubation der Zellinie HCC1806 mit dem ERR-Agonisten ERB-041 konnte keine
dosisabhangige, jedoch bei einigen Konzentrationen signifikante Hemmung der Invasion

gegenuber der Kontrolle gezeigt werden.

Diese Ergebnisse unterstitzten die Hypothese, dass der ERR und somit auch seine
selektiven Agonisten beim TNBC eine Invasion hemmende und tumorsupprimierende
Funktion zu haben scheinen. Chaudhary et al. (2014) konnten zeigen, dass der verwandte
selektive ERRB-Agonist ERB-041 in einem in-vivo-Modell, die durch UVB Licht induzierte
Karzinogenese in SKH-1 Mausen supprimieren konnte. Weiterhin postulierten die
Autoren, dass der ERR nicht nur die Tumorentstehung reduziere, sondern zudem die
Progression in einen aggressiven und invasiven Tumorphanotyp abschwéachen koénne.
Des Weiteren konnten auch Samanta et al. Im Jahr 2012 nachweisen, dass der ERR
durch Aktivierung mit dem selektiven ERR-Agonisten 3RA-diol zur Reduzierung der
Invasion und Migration beim TNBC fuhrte. Grund dafir ist die Inhibierung der Expression
des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) durch den ERR und die damit verbundene
Suppression des Insulin-like growth factor-Il mRNA-binding protein-3 (IMP3). IMP3 ist
normalerweise fir die Migration und die Invasion des TNBC verantwortlich. Diese
Feststellung wird durch Lindberg et al. (2010) unterstitzt, die in ihrer Publikation darauf
hinwiesen, dass mit der Expression des ERMR eine geringere Invasivitat und Progression
beim TNBC einhergehe.
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Erganzend konnten verschiedene Studien zeigen, dass ERM[B-Agonisten das Wachstum
von ERR-positiven Tumoren vermindern kénnen. Liu et al. (2012) zeigten in einer in-vivo-
Studie, dass Liquiritigenin das Tumorwachstum der humanen Zervixkarzinomzelllinie
HelLa in Nacktmausen, Uber die Inhibierung der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF)-Expression, signifikant reduzierte. Auch Shanle et al. (2011) veréffentlichten,
dass nach Inkubation einer isogenen TNBC-Reporterzelllinie Hs578T-ERR mit dem
selektiven ERR-Agonisten Liquiritigenin in vitro, ein signifikanter Ruckgang der

TumorgroRe zu verzeichnen war.

In den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 konnten in dieser Arbeit jedoch keine
antiproliferativen Effekte der selektiven ERR-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041
nachgewiesen werden. Ein Grund hierflir kdnnte sein, dass es sich bei der Studie von Liu
et al. (2012) um ein in-vivo-Modell handelt und nicht wie in unserer Arbeit um eine in-vitro-
Studie. Des Weiteren wurde bei besagter Studie mit einer Zervixkarzinomzelllinie und
nicht - wie in unserer Arbeit - mit einer Mammakarzinomzelllinie gearbeitet. Es liegen
somit zum einen 2zwei unterschiedliche Systeme, zum anderen zwei Zelllinien
unterschiedlicher Entitdten vor, was eine Erklarung fur die unterschiedliche Wirkung von
ERR-Agonisten auf die Proliferation von TNBC-Zellen angesehen werden kdnnte. Auch
der beschriebene Mechanismus, die Hemmung der VEGF Expression bei HeLa-Zellen in
vivo und daruber die Inhibierung der Ausbildung von Blutgefalien stellt einen Effekt dar,

der in vitro nicht vorliegen muss.

4.2.2 Inhibition der Migration durch selektive ERR-Agonisten

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde der Einfluss des ER[B-Agonisten Liquiritigenin auf
die Migration der TNBC-Zelllinie HCC1806 mithilfe eines in-vitro-Wundheilungsassays
(Scratch Assay) untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich eine artifiziell
eingefligte Wunde (Scratch) in konfluent gewachsene HCC1806-Zellen mit Zunahme der
Zeit wieder verschloss. Dies kann als Beleg fur die Migration der HCC1806-Zellen
angesehen werden. Weiterhin wurde festgestellt, dass der Wundverschluss nach
Inkubation der HCC1806-Zellen mit dem selektiven ERR-Agonisten Liquiritigenin mit den
Konzentrationen 1x10” M und 1x10°M im Vergleich zur Kontrolle verlangsamt war. Dies
deutet daraufhin, dass Liquiritigenin die Migration zu hemmen scheint. Eine andere
Arbeitsgruppe untersuchte die Auswirkung des selektiven ERR-Agonisten ERB-041 auf
das Migrationsverhalten der Plattenepithelkarzinom-Zelllinie SCC mithilfe eines in-vitro-
Wundheilungsassays. Dabei wurde deutlich, dass die Substanz ERB-041 die Migration
von SCC Zellen um etwa 55 % reduzierte (Chaudhary et al. 2014). Dieses Ergebnis

unterstutzt die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse und lasst eine Migration
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hemmende Wirkung des ERRB und seines Agonisten vermuten. Auch Lindberg et al.
publizierten 2011, dass der ERR bei verschiedenen in-vitro-Experimenten mit
Mammakarzinomzellen zu einer Inhibierung der Migration gefiihrt habe. Des Weiteren
entdeckten Lindberg et al. (2010), dass der ERR eine wesentliche Rolle in der Modulation
der Zelladhasion und dem Migrationsverhalten von Mammakarzinomzellen aufweist. Sie
zeigten, dass die Expression des ERRB zu einer vermehrten Expression von
Adhasionsmolekulen fuhrte. Dies hatte eine starkere Bindung der Mammakarzinomzellen
an ihre Extrazellulare Matrix zur Folge, wodurch die Migrationsfahigkeit signifikant

reduziert wurde.

4.3 Inhibition der CXCR4-Expression in kokultivierten TNBC-Zellen durch
selektive ERBR-Agonisten

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass der CXCR4 der am haufigsten exprimierte
Chemokinrezeptor beim Mammakarzinom ist und zusammen mit seinem Liganden SDF-1
das Wachstum und die Invasion des Mammakarzinoms fordert. Mdller et al. (2001) fanden
hohe CXCR4-Konzentrationen in Mammakarzinomzellen, malignen Brustkrebs-Tumoren
und Metastasen. Andererseits traten hohe SDF-1-Konzentrationen in den Gewebetypen
auf, welche die initialen Zielgewebe von Brustkrebs-Metastasen (Knochen, Leber und
Lunge) darstellen. In einer retrospektiven Studie wurde festgestellt, dass eine CXCR4-
Uberexpression bei Patientinnen mit TNBC ein signifikant hoheres Risiko fiir ein Rezidiv
und ein durch den Krebs induzierten Tod bedeutete (Chu et al. 2010). Aus diesem Grund
haben wir in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit die Behandlung von
kokultivierten TNBC-Zelllinien mit dem ERR-Agonisten Liquiritigenin einen Einfluss auf die
CXCR4-Expression hat. Hierfir wurde das schon erwadhnte in-vitro-Kokultur-System
verwendet. Wie im vorangehenden Kapitel bereits festgestellt, nahm die Anzahl der
invadierten TNBC-Zellen HCC1806 und HCC1937 in Kokultur mit der Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG63 signifikant zu. Weiterhin konnte im Western Blot gezeigt werden,
dass nicht nur die Invasion, sondern auch die CXCR4-Proteinexpression in den
kokultivierten TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 signifikant gegenuber der
Kontrolle anstieg. Diese Ergebnisse unterstitzten die Annahme, dass die CXCR4-

Expression positiv mit der Anzahl von invadierten TNBC-Zellen korreliert.

Zu dieser Erkenntnis kommen auch Sobolik et al. (2014), die postulieren, dass der
CXCR4 den metastasenbildenden Phéanotyp beim Mammakarzinom antreibe. Des
Weiteren ist in der Literatur beschrieben worden, dass das CXCR4-SDF-1-System eng
mit der Metastasierung von Brustkrebs korreliert und die Invasion des TNBC fordert (Sun
et al. 2014).
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In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Behandlung von
kokultivierten TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 mit dem selektiven ERR-
Agonisten Liquiritigenin zu einer bei einigen Konzentrationen signifikanten und

dosisabhangigen Abnahme der CXCR4-Proteinexpression flhrte.

Dazu passend wurde in einer anderen Studie herausgefunden, dass die Inhibition von
CXCR4 in TNBC-Zelllinien die Metastasierung in Lunge und Lymphknoten und damit die
Fahigkeit zur Invasion in vivo deutlich reduziere (Liang et al. 2005). Die gefundene
Korrelation zwischen CXCR4-Expression und Invasion beim Mammakarzinom
beschrieben auch Li et al. (2009), die durch Knock-down des CXCR4 in MDA-MB-231

Mammakarzinomzellen eine signifikante Abnahme der Invasion herbeifiihrten.

Alle diese Ergebnisse kdnnen als Beleg flir eine positive Korrelation zwischen Invasion
und CXCR4-Expression angesehen werden. Der CXCR4 spielt somit eine entscheidende
Rolle bei der Invasion des Mammakarzinoms in vitro und reprasentiert einen
prometastatischen Faktor. Die verwendeten ERR-Agonisten scheinen dabei einen direkt

inhibierenden Effekt auf die CXCR4-Proteinexpression zu haben.

Diese Ergebnisse stellen nach aktuellem Kenntnisstand den ersten Bericht dar, dass die
Invasion von TNBC-Zellen durch die selektive Aktivierung des ERR reduziert werden
kann. Aufgrund der Tatsache, dass die Behandlung mit selektiven ER[B-Agonisten die
Anzahl invadierter Zellen und auch die CXCR4-Proteinexpression, als einen wichtigen
prometastatischen Faktor verringert, konnte der Gebrauch von ERR-Agonisten eine neue
antimetastatische therapeutische Moglichkeit darstellen. Die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen, die diese Effekte erklaren kénnten, sind jedoch weitgehend

ungeklart und bedurfen weiterer Untersuchungen.
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4.4 Fazit und Ausblick

Zusammengefasst deuten die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse darauf hin, dass
die selektiven ERRB-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 die Invasion der TNBC-
Zelllininen HCC1806 und HCC1937 in Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie
MG63 in vitro dosisabhangig und signifikant hemmen. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass in der Kokultur eine hohe Proteinexpression des prometastatischen CXCR4
in den TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 vorliegt, welche jedoch durch
Behandlung mit dem selektiven ERRB-Agonisten Liquiritigenin signifikant und
konzentrationsabhangig reduziert werden kann. Es scheint somit auf molekularer Ebene
einen hemmenden Einfluss des ERR auf das CXCR4-SDF-1-System zu geben, was eine
Reduktion der |Invasion zur Folge hat. Die genaueren Mechanismen der
Signaltransduktion sind momentan noch unklar und mussen in zuklnftigen

Untersuchungen weiter analysiert werden.

Beide ERR-Agonisten zeigen in der vorliegenden Arbeit keine Effekte auf die
Proliferationsfahigkeit der TNBC-Zelllinien.

Die gewonnenen Erkenntnisse suggerieren, dass der ERR eine entscheidende Rolle bei
der Invasion von TNBC-Zellen spielt und dass die Knochen-gerichtete Invasion durch

selektive ERR-Agonisten gehemmt werden kann.

Bezogen auf die Therapie des sehr aggressiven und bis heute schwer behandelbaren
TNBC lasst sich festhalten, dass selektive ERR-Agonisten aufgrund der in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse eine vielversprechende zielgerichtete Therapieoption ergédnzend
zur konventionellen Chemotherapie darstellen kdnnten — dies muss jedoch in zukinftigen

in-vivo-Experimenten untersucht und bestatigt werden.
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5 Zusammenfassung

Beim fortgeschrittenen Mammakarzinom ist die Metastasierung in den Konochen ein
haufiges Problem. Eine besonders schlechte Prognose und aggressives Verhalten
werden vor allem mit dem TNBC assoziiert, welches keinen ERa und PR sowie keine
Uberexpression des HER2 aufweist. Da bei dieser Unterform des Mammakarzinoms die
typischen Rezeptoren fehlen, existieren derzeit keine wirklich zielgerichteten

Therapieansatze.

Kirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Invasion von Mammakarzinom-
zellen in Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 stark anstieg. Mithilfe
dieses Modells haben wir in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit der ERR,
welcher beim TNBC exprimiert wird, eine Rolle bei der Zellinvasion von TNBC-Zellen

spielt.

Die ERa -und ERB-Proteinexpression wurde mithilfe des Western Blot-Verfahrens
untersucht. Die Zellinvasion ist anhand der Migrationsrate der TNBC-Zellen durch eine
kiinstliche Basalmembran in einer modifizierten Boyden-Kammer in Kokultur mit der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63 analysiert worden. Die Migration der TNBC-Zellen
wurde mithilfe eines Scratch-Assays untersucht. Die Proliferation ist mit dem
alamarBlue®assay quantifiziert worden. Die Wirkung der ERR-Agonisten auf die CXCR4-
Proteinexpression wahrend der Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63,

wurde mithilfe des Western Blots nachgewiesen.

Die TNBC-Zelllinien HCC1806 und HCC1937 weisen keine ERa-Proteinexpression,
jedoch eine hohe ERR-Proteinexpression auf. Die Zellinvasion der TNBC-Zelllinien
HCC1806 und HCC1937 stieg in Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG63
signifikant an. Die Behandlung mit den selektiven ERR-Agonisten Liquiritigenin und
ERB-041 reduzierte die Invasion der TNBC-Zellen durch eine kunstliche Basalmembran.
Wahrend der Kokultur stieg die CXCR4-Expression der TNBC-Zelllinien HCC1806 und
HCC1937 signifikant an. Die Behandlung mit dem ERR-Agonisten Liquiritigenin fihrte zu
einem signifikanten Abfall der CXCR4-Proteinexpression. Im Scratch-Assay zeigte sich,
dass die Migration der TNBC-Zelllinie HCC1806 nach Behandlung mit dem ERR-
Agonisten Liquiritigenin im Vergleich zur Kontrolle verlangsamt war. In dieser Arbeit
zeigten beide ERR-Agonisten keinen Effekt auf die Proliferation der verwendeten TNBC-
Zelllinien HCC1806 und HCC1937. Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der
ERR und der CXCR4 eine wesentliche Rolle bei der Invasion von TNBC-Zellen spielen
und selektive ERB-Agonisten die knochengerichtete Invasion von TNBC-Zellen inhibieren

konnen.
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