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Einleitung

Das Mammakarzinom

Epidemiologie

Die Diagnose Mammakarzinom ist eine grolRe gesundheitliche und emotionale Belastung fir die
betroffenen Patientinnen 1. Das Mammakarzinom als Erkrankung ist in vielen Gesundheitssystemen
weltweit von Bedeutung, unabhingig des Entwicklungsgrades des Landes 2. Weiterhin ist das
Mammakarzinom der hiufigste maligne Tumor der Frau 3. Statistisch gesehen, ist eine von acht Frauen
im Laufe ihres Lebens von dieser Diagnose betroffen 4. Das Mammakarzinom hat 2021 mit 30% die
hochste Inzidenz der Krebserkrankungen bei Frauen in den USA und ist weltweit das zweit haufigste
Karzinom mit Todesfolge °. Zunehmende Risikofaktoren, wie Adipositas, eine alternde
Weltbevolkerung oder geringe Geburtenrate der Frau stellen Griinde fiir die steigende Inzidenz des
Mammakarzinoms, sowie die dadurch bedingt steigende Mortalitit dar ©. Laut der World Health
Organization (WHO) wird die Inzidenz flir Krebserkrankungen weltweit bis 2025 auf tGber 25 Mio. Félle
ansteigen, somit auch die Inzidenz des Mammakarzinoms °. Dieser Anstieg zeigt sich bereits in der
Epidemiologie des Mammakarzinoms: 2012 erhielten rund 1,7 Mio. Patientinnen die Diagnose
Brustkrebs und circa 500 000 Patientinnen verstarben weltweit daran 5. Bereits 2018 waren es iiber

2 Mio. Neudiagnosen und 600 000 Todesfille 8. Die Pravalenz des Brustkrebses erklart die Relevanz

dieses Themas und seine Prisenz in der aktuellen Forschung *.

Histologie und Subgruppen

Die Mamma besteht aus Driisengewebe, welches sich aus Epithelzellen, Adipozyten, Fibroblasten,
GefiRendothelzellen sowie Immunzellen zusammensetzt °. Die Gewebeentwicklung und -Regulation
ist abhangig von Hormonzyklen und Alterungsprozessen °. Vorwiegend das weibliche Brustgewebe
besitzt die Fahigkeit zyklusabhingig zu proliferieren sowie sich zuriickzubilden °. Diese periodischen
Umbauprozesse werden als Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Karzinoms des Brustgewebes
erachtet. Die Prognose der Betroffenen ist stark von der Biologie des Tumors und den einhergehenden
Klassifikationskriterien des Mammakarzinoms abhangig. Heutzutage kann unter Bertlicksichtigung der
Biologie ein friih erkanntes Mammakarzinom GroRteils kurativ therapiert werden °. So kann ein lokal

begrenztes Mammakarzinom in fast 90% der Fille geheilt werden *.
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Perou, Sgrlie und Kollegen etablierten zu Beginn des 21. Jahrhunderts neue Subgruppen des
Mammakarzinoms zur Klassifikation auf Basis von histopathologischen, genomischen und
transkriptorischen Erkenntnissen 23, Harbeck et al. unterteilten diese weiter und wiesen vier
Gruppen aus, auf welchen wiederum verschiedene Therapiestrategien fuRen :
e Luminal A, mit Merkmalen eines Niedrigrisiko Karzinoms: Ostrogen Rezeptor (ER) und/oder
Progesteron Rezeptor (PR) positiv, HER2 negativ, geringe Proliferationsrate (Ki67) 3
e Luminal B, mit Merkmalen eines Hochrisiko Karzinoms: ER und/oder PR positiv, HER2 negativ
und hohe Proliferationsrate (Ki67) 3
e HER2 positive Karzinomidentitit: ER und PR negativ, HER2 positiv 3

e triple negative type: ER und PR und HER2 negativ 3

Die einzelnen Gruppen werden wie oben beschrieben durch verschiedene Merkmale auf der
Genexpressionsebene charakterisiert 213, Zur Einteilung in die Subgruppen nach Curtis et al. gehdren
als Folge der verschiedenen genomischen Architektur der Tumore der Hormonrezeptorstatus fir
Ostrogen- und Progesteron Rezeptoren (ER und PR), das Merkmal des HER 2 (human epidermal growth
factor receptor type 2) sowie die Proliferationsrate 1°. Die Proliferationsrate der Zellen korreliert mit
der Expression des Proteins und nuklearen Antigens Ki67 im Gewebe des Mammakarzinoms %°. ER, PR
und HER?2 stellen pradiktive Faktoren dar **. HER2 Positivitit und ER/PR Negativitat gehen mit einer
aggressiveren Tumorbiologie einher, bieten aufgrund ihrer Eigenschaften allerdings gute
Therapieansatze *°. Ki67 wird zur Differenzierung zwischen Luminal A und B herangezogen %', Die
Proliferation wird zusatzlich durch diverse Wachstumsfaktoren und Hormone wie zum Beispiel Sexual-

und Schilddriisenhormone beeinflusst 2.

Abbildung 1: Histologischer Schnitt- Mammakarzinom (MQ); 25x
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Risikofaktoren

Verschiedene Faktoren beglinstigen die Entstehung des Mammakarzinoms, unter anderem die
Genetik. Hier sind besonders die Genmutationen BRCA 1 und BRCA 2 (BRCA steht fiir , breast cancer”)
zu nennen, welche fiir ein Drittel der hereditaren Brustkrebserkrankungen weltweit verantwortlich
sind *°. Diese Genmutationen erhéhen die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken um circa 40-
80% °. BRCA 1 und 2 sind mit unterschiedlichen Tumorcharakteristika vergesellschaftet. Eine BRCA 1
Mutation wird haufiger bei Mammakarzinom Patientinnen im jungen Alter, bei Tumoren mit bereits
ungiinstiger GroRe bei Erstdiagnose, bei einer erhohten Intervalltumorrate und weniger haufig in
Prakanzerosen wie DCIS gefunden. BRCA 2 Mutationen sind im Tumorcharakter dem sporadischen

h 2222, Nach den AGO Breast Commission Recommendations sollte eine

Mammakarzinom adhnlic
genetische Testung auf BRCA 1 und 2 allen Patientinnen angeboten werden, welche familidre
Risikofaktoren haben, an einem triple negativen Mammakarzinom leiden oder solchen, mit einem

23 Aspekte der Epigenetik (genomische DNA,

Erkrankungsalter vor dem 35. Lebensjahr
Histonmodifikationen und Mikro-RNA-Verdnderungen) werden bereits in der Diagnostik des
Mammakarzinoms genutzt 2*. Weiterhin gehen pathologische Varianten der Gene ATM, BARD1,
CHEK?2, PALB2 und RAD51C mit einem moderat bis stark erhéhtem Brustkrebsrisiko einher 2°. Weniger
als 10% der Mammakarzinome sind allerdings ausschlieBlich genetisch bedingt. Ein weitaus hoherer
Anteil der Erkrankungen geht mit Risikofaktoren wie einem fortgeschrittenen Lebensalter, dem
Lebensstil, Umwelteinfliissen und auch mit der Schwangerschaftsrate einer Frau einher %6, So sind eine
frihe Menarche, eine spate Menopause sowie eine geringe Geburtenanzahl der Frau Risikofaktoren,
aufgrund der hoheren Anzahl an durchlaufenen Hormonzyklen, welche Einfluss auf das Gewebe
nehmen. Weitere Faktoren sind geringe korperliche Bewegung, Adipositas im Sinne eines erhdhten
Body-Mass-Index (BMI) inklusive einer Erndhrung mit vielen gesattigten Fettsduren, eine
Hyperinsulinamie und Alkoholkonsum, welche das Risiko an Brustkrebs zu erkranken ebenfalls deutlich
erhéhen 262, Im Gail- Modell wurde versucht das Risiko einer Frau individuell mittels nicht genetischen
Risikofaktoren wie Alter, Abstammung, familidare Erkrankungen, stattgehabter Biopsien und Alter bei
der Menarche sowie ihrer Geburtenanzahl zu stratifizieren 3°. Zusatzlich spielt die Beschaffenheit der
Brustdriise eine Rolle, dichtes Brustgewebe stellt bei postmenopausalen Frauen ebenfalls ein
Risikofaktor fiir malignitatsverdichtige Lisionen dar 3. Trotz noch fehlender Kausalitit wurde in
verschiedenen Studien ein erhdhtes Erkrankungsrisiko bei einer Vitamin D Defizienz gezeigt 2. Ebenso
werden die hormonelle Kontrazeption und die Hormonersatztherapie bezliglich ihres Risikoprofils fiir
das Mammakarzinom untersucht 3. Die Million Women Studie zeigte eine erhéhte Inzidenz fiir das
Mammakarzinom in Patientinnen unter Ostradiol Monotherapie und auch

Hormonersatzkombinationstherapien 4.
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Folgende Frauen haben gesichert ein erhdhtes Risiko am Mammakarzinom zu erkranken 2°:
- Frauen mit einer familiaren Belastung.
- Frauen, welche bereits selbst erkrankt waren oder eine Risikoldsion aufwiesen.

- Frauen im Lebensalter Giber dem 50. Lebensjahr.

Klinik, Diagnostik und Pravention

Die Klinik des Mammakarzinoms reicht von Symptomlosigkeit tGiber einen tastbaren Knoten bis hin zu
Schmerzen im Bereich des Tumors und typischen klinische Hautveranderungen, wie z.B. Einziehungen

%, In Studien wurde gezeigt, dass es sinnvoll ist bereits

oder der sogenannten Peaux d‘orange
symptomlose Frauen ab dem 50. Lebensjahr zu screenen, um einen moglichen Tumor in einem friihen
Stadium zu detektieren und somit das relative Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken
insgesamt zu senken 3¢. Dieses Screening entspricht einer sekundiren Pravention. In Deutschland ist
dieses Mammographie Screening fiir Frauen ab dem 50. bis zum 69. Lebensjahr Teil der S3- Leitlinie
fur die Friiherkennung des Mammakarzinoms 7. Mit diesem Screening konnte die Mortalitit des
Mammakarzinoms insgesamt um bis zu 19% gesenkt werden. Die Rate an falsch positiven Ergebnissen
liegt Gber 20 Jahre betrachtet bei 20%. Das bedeutet, dass 20% Frauen mit benignem Befund weiteren
Untersuchungen und damit einhergehender psychischer Belastung ausgesetzt werden 33, Von diesen
20% erhielten circa 6% invasive Diagnostik *°. Abgesehen von der Mammographie, werden auch die
Mammasonographie, die Magnetresonanztomographie sowie die Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) und Computertomographie zur bildgebenden Diagnostik herangezogen. Die Entscheidung
welche Diagnostik bevorzugt wird, ist abhdngig von Faktoren wie Brustgewebedichte, Alter der
Patientin, Befunde der klinischen Untersuchung und Lokalisation der Raumforderung 3°. Zusatzlich
sollten regelmaRige Tastuntersuchung der Brust, auch eigenstandig durch die Patientin, durchgefiihrt

t 4. Weitere

werden. Sport ist ein nachgewiesener Praventionsfaktor, welcher das relative Risiko senk
praventive MalRlnahmen sind bei entsprechendem Risikoprofil die prophylaktische Mastektomie,
Ovarektomie oder eine medikamentdse Pravention. Zu dieser zahlt sekundar u.a. die Einnahme von
Tamoxifen, welches v.a. das Rezidiv Risiko bei entsprechendem Profil um bis zu knapp 50% senken
kann 2. Weitere Medikamente die hier eine Rollen in Forschung und Praxis spielen, sind Selektive

Ostrogenrezeptor- Modulatoren (SERM), Aromataseinhibitoren (Al), Bisphosphonate und Retinoide .
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Therapie

Die Wahl der Therapieempfehlung ist abhingig von u.a. folgenden Faktoren “°:

e Stadium: lokal begrenzt, fortgeschrittene Erkrankung, vorhandene Fernmetastasierung
e Vorhandenen Ldsionen wie z.B. DCIS
e Verhaltnis von Brustvolumen zu Tumorvolumen
e Intraduktale Komponenten
e Moglichkeit einer RO- Resektion
e Genetik: BRCA1-, BRCA2- und vermutlich auch des PALB2- und RAD51C-Genmutationen
o Alter
e Histologische Klassifikation und Subtyp (Coates at al.'’)
o Hormonrezeptorstatus (ER-/PR-Status)
o HER2-Status
o CT-und cN-Status

Histopathologisches Grading nach Elston und Ellis (G1-G3: gut, maRig, schlecht differenziert)

Die Therapie eines Mammakarzinoms wird in Zentren in einer interdisziplindren Tumorkonferenz
beschlossen. Hier wird das Therapieprocedere empfohlen: neoadjuvante und/oder adjuvante
medikamentose Systemtherapie, operative Versorgung und/oder Radiatio je nach obigen genannten
Kriterien (s. Abbildung 2).

Zur Bestimmung des histopathologischen Gradings wird der N-SBR- Score herangezogen, welcher die
Tubuli, Pleomorphie der Zellkerne und Mitosen beriicksichtigt **. Zur Therapieentscheidung ist ein
Staging, sowie eine histologische Sicherung nétig 1°. Vereinfacht beinhaltet die Therapie bei lokal
begrenztem Befund zu Beginn meist eine lokale chirurgische Therapie inklusive Entnahme des
Sentinellymphknotens, des sogenannte Wachterlymphknotens, welcher praoperativ nuklear mit
Technetium- 99 markiert wird. Es schlieRt sich meist eine systemische und/oder lokale
Ergdnzungstherapie an. Hier stehen medikamentdse Optionen oder eine Radiatio zur Verfiigung %. Bei
positivem ER/PR Status ist eine langfristige endokrine Erhaltungstherapie indiziert 1°. Die Therapie
kann zusatzlich, je nach Tumorbiologie, auch eine Antikdrper basierte Therapie beinhalten und durch
Knochenstruktur stabilisierende Medikamente erginzt werden °. Das Ziel der primaren Therapie ist
die Tumorfreiheit unter Beriicksichtigung der Risikofaktoren Komorbidititen und Metastasierung *°.
Eine endokrine Therapie ist bei hoher Expression von PR/ER mit Praparaten wie den selektiven
Ostrogen Rezeptormodulatoren (SERM, z.B. Tamoxifen) oder Aromataseinhibitoren (Al) moglich. Hier

spielt die endogene Ostrogenproduktion im Sinne des Menopausenstatus eine Rolle 1°. Bei einer hohen
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HER2 Expression konnen unter anderem die Antikdrper Trastuzumab oder Pertuzumab in der Adjuvanz
verwendet werden. Wenn der Tumor triple negativ, HER2 positiv, nodal positiv, mit einem unglinstigen
Tumormasse/Brustverhaltnis oder ein Luminal B Tumor mit aggressiver Tumorbiologie ist, ist eine
neoadjuvante Chemotherapie moglich. Bei einer Chemotherapie werden Anthracycline und Taxane
bevorzugt 1°. Eine neoadjuvante Therapie ist bei gesichertem Karzinom mit bekannter Tumorbiologie
und Ausschluss einer Fernmetastasierung moglich 2°. Die medikamentésen Therapieoptionen sind in

Abbildung 2 dargestellt °.

( 7 ( 7\
A J A J
4 N 4 N
AN J < J

Abbildung 2: Diagramm zum medikamentdsen Therapie- Algorithmus

Modifiziert nach “Breast Cancer” (Nadia Harbeck, Michael Gnant, The Lancet, 2017)

Eine weitere Option vor allem in der Therapie des metastasierten Mammakarzinoms mit Ziel eines
progressionsfreien Uberlebens stellt der Einsatz von mTor-Inhibitoren (z.B. Everolimus) und CDK 4/6
Inhibitoren (z.B. Palbociclib) dar 1°. Zusatzlich gibt es aktuell bereits epigenetische Therapieansitze,
welche die Methylierung oder Histonmodifikation beriicksichtigen. Man hofft, in Zukunft weitere

Therapiemoglichkeiten auf Basis der Epigenetik zu erhalten 24,
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Die Schilddrise

Es besteht eine  Korrelation  zwischen  der  Erkrankung = Mammakarzinom  und
Schilddriisendysfunktionen in den erkrankten Patientinnen *4. Diese impliziert, dass eine Gurppe von
Patientinnen, welche unter einer Schilddrisendysfunktion leiden, eine hohere Inzidenz hat an

Brustkrebs zu erkranken als Frauen ohne Schilddriisendysfunktion 4,
Physiologie der Schilddrise

Die Schilddriise produziert Schilddriisenhormone (SD-H) *%°. Diese SD-H beeinflussen und steuern
eine Vielzahl von Zellprozessen °°. SD-H sind das Tetraiodothyronin ((f) T4) und das Triiodothyronin

((f) T3). Die SD-H sowie das Thyrotropin releasing hormone (TRH) aus dem Hypothalamus und das
Thyroidea stimulierende Hormon (TSH) aus dem vorderen Hypophysen Lappen sind Teil der
Hypothalamus-Hypophysen-Thyroid Achse #. Uber eine negative Feedbackschleife werden

Hypothalamus und Hypophyse bei ausreichender Menge an SD-H retrograd gehemmt (s. Abbildung 3).

Hypothalamus -
TRH
\J
Pituitary Gland <
‘ Negative
| feedback
TSH

\4

Thyroid Gland

S

T3, —
v T4
* Periphere tissue
Increased metabolism

Abbildung 3: Hypothalamus- Hypophysen- Thyroid Achse

Auf diese Weise werden metabolische und proliferative Prozesse der Schilddriise gesteuert *°. Fiir die
Synthese bindet TSH an einen G-protein gekoppelten Rezeptor der Schilddriisenzellen und startete
eine Kaskade, welche Uber folgende Schritte zur Synthese der SD-H fiihrt:

1. Synthese von Thyroglobulin in speziellen Follikeln

2. Jodid Aufnahme (iber einen Natrium-lodid-Symporter

3. lodination des Thyroglobulins mittels des Enzyms Thyroidperoxidase (TPO)

4. Oxidation durch die TPO
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5. Organifikation mittels TPO, welche Monoiodotyrosine (MIT) und Diiodotyrosine (DIT)
produziert
6. Paarungsreaktion aus einem MIT Molekil und einem DIT Molekil zu T3 oder zwei DIT

Molekiilen zu T, *°.

Uber nukleare Rezeptoren (TRa, TRB) oder auch iiber nicht-genome Membranintegrine (avp3) kénnen
SD-H den Metabolismus peripher gelegener Zellen beeinflussen #°152, Zu diesen Zellen gelangen die
SD-H Uber das Blut, wo sie vorwiegend an Proteine gebunden vorliegen. Liegen SD-H ungebunden vor
werden sie als fT3 (freies T3) oder fT4 (freies T4) bezeichnet %°. SD-H regulieren nicht nur den
physiologischen Zellzyklus sondern kdnnen auch in pathologischer Weise Tumorzellen beeinflussen >3.
Zu den physiologischen Effekten der SD-H gehoren: Die Steigerung der basalen Zellaktivitat, die
Induktion von Lipolyse oder Lipid Synthese je nach Stoffwechsellage, der Anabolismus von Proteinen,
der permissive Effekt von Katecholaminen, die Stimulation von Wachstum bei Kindern, der Einfluss auf
die neuronale Entwicklung sowie Einflussnahme auf die Fertilitat, insbesondere die Ovulation und
Menstruation bei Frauen *°. T ist die aktive Form der SD-H. Es hat eine Halbwertszeit von ca. 30
Stunden. T, mit seiner langeren Halbwertszeit von mehreren Tagen wird erst bei Bedarf peripher zu Ts
dejodiert *. Es gibt zwei typische Arten der Schilddriisendysfunktion. Der Hyperthyreodismus ist als
Erhohung der SD-H und verringertes TSH im Blutserum definiert. Der Hypothyreodismus weist
erniedrigte SD-H Werte und erhdhtes TSH auf. Die Dysfunktionen gehen jeweils mit typischer Klinik

einher °°.

Der Hypothyreodismus wird durch Lethargie, Gewichtszunahme, einem erhohten
Kalteempfinden, trockener Haut, einer Neigung zu Depressionen, einer Hyperlipidemie oder
Bradykardie symptomatisch >*. Ein Hyperthyreodismus zeigt sich dagegen klinisch mit einer erhdhten
Nervositit, Neigung zur Transpiration, Palpitationen und Tachykardien, Fatigue, Dyspnoe, Odemen
sowie der Neigung zu einer emotionalen Instabilitit *°. SD-H werden zu aktiven Substanzen
verstoffwechselt, ein wichtiges Enzym in diesem Vorgang der Reduktion der SD-H ist die Ornithine
Decarboxylase (ODC) ®.

Die ODC katalysiert die Deiodisation und Decarboxylisation der SD-H. So entstehen Thyronamine (TA)

oder endogene Amine (3- T:AM, ToAM) >”-5, Ein wichtiges Charakteristikum der TA ist, dass sie eine

kiirzere Halbwertszeit und damit eine schnellere Wirkweise als SD-H haben?%.
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Dysfunktionen der Schilddrise und die altere Frau

Insgesamt sind Frauen flinf- bis zwanzigmal haufiger von Dysfunktionen der Schilddriise betroffen als
Manner 8. Wie Verdffentlichungen zu dieser Thematik zeigen, scheinen vor allem &ltere Frauen nach
der Menopause fiir eine Dysfunktion der Schilddriise pradisponiert zu sein *3°°%1, Die Wickham Survey
zeigte in ihren Daten, dass vor allem der TSH Spiegel in weiblichen Probanden tber 45 Jahren deutlich
anstieg, wihrend bei minnlichen Probanden keine derartige Entwicklung gezeigt werden konnte 62,
Allerdings wird die Diagnosestellung eines Hypothyreodismus in Frauen erschwert, da die typischen
Symptome unspezifisch sind und denen der (Peri-)Menopause dhnlich “8. Der Grund fiir den Anstieg
des TSH kann in generellen Alterungsprozessen und einer Degeneration der Schilddriise gesehen
werden. Diese These wird durch die Volumenabnahme des Schilddriisengewebes im Alter und die
damit einhergehende Funktionsminderung unterstiitzt *%3, Studien zeigen, dass neben dem Risiko fiir
die Entstehung eines Hypothyreodismus auch das Risiko fiir ein Schilddrisenkarzinom in der
postmenopausalen Frau erhéht ist *%, Frauen tiber 45 Jahre scheinen ein erhéhtes TSH Level und SD-

Antikérper Level zu haben, beides kann mit Dysfunktionen einhergehen ©.

Dysfunktionen der Schilddrise und das Mammakarzinom

%0 In der

SD-H beeinflussen, wie bereits erwahnt, auch den Metabolismus von malignen Zellen
Rotterdam Studie konnte gezeigt werden, dass hohe T, Spiegel mit einem erhdéhten Auftreten von
verschiedenen soliden Tumoridentitaten vergesellschaftet sind wie z.B. dem Lungenkarzinom und dem
Mammakarzinom . Ein wichtiger Faktor scheint die Angiogenese zu sein, welche in Tumorzellen durch
SD-H zusatzlich stimuliert wird *°. Tosovic et al. zeigte, dass SD-H Einfluss auf die Differenzierung und
auch die Proliferation von Brustkrebszellen haben . Weiter wurde gezeigt, dass ein vermehrtes T3
Aufkommen im Blutserum positiv mit der Inzidenz von Brustkrebserkrankungen insbesondere bei
postmenopausalen Frauen korreliert ist 5>®, Es werden auch die nodulidre Hyperplasie ©, der

68

Hyperthyreodismus ©, der Hypothyreodismus, die Autoimmunthyroiditiden *

und auch
Schilddriisenkarzinome mit dem Mammakarzinom assoziiert ®°. Es liegen dennoch in der aktuellen
Literatur  widerspriichliche = Aussagen  zur  Assoziation  von Mammakarzinom  mit
Schilddriisenfunktionen vor %>%¢7° TSH und T; Level scheinen pradiktive Faktoren fiir den
therapeutischen Erfolg und sogar die Prognose von Patientinnen im Rezidiv zu sein ’. Ein erhéhter T,
Wert wird mit einem hoheren Risiko fiir das Entstehen eines Mammakarzinoms in Verbindung
gebracht, wahrend ein erhdhtes Level des TPO Antikorpers das relative Risiko senkt. T; sowie TSH
zeigen keine Assoziation mit dem Risiko fiir ein Mammakarzinom *°. Ditsch et al. haben gezeigt, dass

diverse Blutwerte, wie Schilddriisenhormone, TSH und auch TPO Antikorper signifikant erhéht sind in
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Brustkrebspatientinnen zum Zeitpunkt der primdren Diagnose 2. Bereits 2013 zeigte die
Arbeitsgruppe, dass eine Isoform des SD-H Rezeptors (THRa2) signifikant mit Prognosefaktoren der
Histopathologie in Zusammenhang steht. Hierzu zahlen z.B. TumorgroRe, Befall der axillaren
Lymphknoten, Tumorgrad und Hormonrezeptorstatus **. Eine hohe Expression von THRa2 war mit
einem besseren Langzeitiiberleben vergesellschaftet 4. Heublein et al. stellten 2015 die These auf,
dass die SD-H Rezeptoren, THRa und THRPB, neue Targets in der Therapie des triple negativen

Mammakarzinoms sein kdénnen 73.

Allgemein konnten abnorme Schilddrisencharakteristika in
Patienteninnen mit Mammakarzinom hiufiger detektiert werden, als in den Kontrollgruppen #. Nicht
zu unterschitzen ist auch die teils simultane Wirkung von SD-H und Ostrogen und somit die
Einflussnahme auf Risikofaktoren wie Ubergewicht und Menopausenstatus ’#7°. Die Bedeutung der
SD-H und ihrer Abbauprodukte fiir die Biologie des Mammakarzinoms ist somit nachweisbar. Um den

genaueren Zusammenhang von SD-H und deren Degradationsprodukte auf Mammakarzinomzellen zu

ergriinden, sind noch weitere Untersuchungen von Néten 73

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick der Schilddriisendysfunktionen und einige ihrer bisher in
Studien gezeigten Wirkungen auf die Klinik und das klinische Outcome von Mammakarzinom

Patientinnen:

Schilddriisenstatus Klinischer Outcome

Hyperthyreodismus - erhohtes Brustkrebsrisiko®>

- erhohte Mortalitat 76
- erhéhte Level von T3 und T4 in Brustkrebspatienten 66.72
- erhéhtes T3 Level: erhdhtes Risiko fiir Krebs, groRere Tumore,

Lymphknotenmetastasen, 66 fiir Tod durch Krebsleiden?”

- kein Effekt auf das Krebsrisiko”®

Hypothyreodismus - geringeres Krebsrisiko”®

- Iingeres progressionsfreies Uberlebens

- spatere Diagnose 7°

- eher multilokuldre Erkrankung 72

- geringerer Lymphknotenbefall 7°

- geringere Mortalitat 81

- vermindertes Risiko fur triple negatives Mammakarzinom 82
- erhodhtes Tumorrisiko 47

- kein Effekt auf das Karzinomrisiko 78

Tabelle 1: Uberblick der Schilddriisendysfunktionen und einige Wirkungen auf das Mammakarzinom
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Der Trace Amine- Associated Rezeptor

Familie der Trace Amine- Associated Rezeptoren

Unter den sogenannten Trace Aminen (TA) waren zu Beginn der Forschung im Jahr 1974 alle
endogenen (Mono-) Amine zusammengefasst worden, deren Konzentration unter 100ng/g Gewebe
physiologischer Weise lagen 8. Weitere Untersuchungen wurden vor allem ab 2001 durchgefiihrt als
die Trace Amine- Associated Rezeptoren (TAAR) von Borowsky et al. auf der Suche nach neuen
Serotoninrezeptoren entdeckt wurden %, Nach anfinglich verschiedenen Nomenklaturen wurde
2005 eine einheitliche Nomenklatur der TAAR nach Lindemann et al. eingefiihrt 8%, TAAR sind in
Wirbeltieren vorhandene Rhodopsine-like, type A, G-Protein gekoppelte Rezeptoren #. Es gibt 26
verschiedene Subtypen welche sich wiederum zu neun verschiedenen Subfamilien zuordnen lassen &’.
Die Rezeptoren kommen vor allem intrazelluldr vor und steigern nach Aktivierung den intrazellularen
cAMP Spiegel, aktivieren den B-Arrestin 2 Signalweg und sollen auch eine Wirkung auf die
Kaliumkandle der Zelle haben. Nach einer Heterodimerization wird TAAR auf der Plasmamembran

exprimiert %,

Trace Amine- Associated Rezeptor 1

Flr die Publikation | von besonderem Interesse ist der Trace Amine- Associated Rezeptor 1 (TAAR1).
TAAR1, ein Subtyp der TAAR, ist bisher besonders im Bereich der Neurologie und Psychiatrie
untersucht worden zum Beispiel in Zusammenhang mit Schizophrenie und affektiven Stérungen .
Dieser Rezeptor findet sich allerdings auch in vielen weiteren Geweben und Zellen des menschlichen
Korpers. Hierzu zahlen: Mamma, Plazenta, Gehirn, Rickenmark, Magen, Niere, Lunge, R-Zellen
Pankreas, Makrophagen, Leukozyten und dendritische Zellen aber auch maligne Gewebe 3* %3, |n
bisherigen Forschungsergebnissen konnte bereits gezeigt werden, dass TAAR1 in der Lage ist das
serotonerge und dopaminerge System auf neuronaler Ebene zu beeinflussen °°. Die Aktivierung von
TAAR1 verhindert hier zum Beispiel eine dopaminerge Hyperaktivitat #°>. Es konnte weitere gezeigt
werden, dass TAAR1 D2-like Dopamin Rezeptoren reguliert *>. Auch eine Regulation von NMDA

Rezeptoruntereinheiten durch TAAR1 wurde beschrieben 2. TAAR1 trigt hier zu einem Anstieg des

exzitatorischen postsynaptischen Potentials bei .
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TAAR 1- Wirkung
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Abbildung 4: Wirkung der TAAR1 Expression im menschlichen Kérper.

Weiteren Einfluss hat TAAR1 auf das gastrointestinale System. Hier reguliert er die Insulinsekretion aus
den Pankreaszellen iiber den Signalweg einer cAMP Erhéhung °® und zum anderen wurde der G-Protein
gekoppelte Rezeptor ebenfalls im Magen nachgewiesen °’. Dort wurde eine Wirkung von TAAR1 auf
die Deltazellen des Magens erkannt.

Er reguliert die Somatostatin Ausschiittung aus den Deltazellen 8. Die vielseitige physiologische

Wirkung von TAAR1 ist in Ausschnitten in Abbildung 4 dargestellt &’.

Liganden des Trace Amine- Associated Rezeptor 1

Die Trace Amine binden als Liganden an TAAR. TAAR1 ist der einzige Rezeptortyp, welcher spezifisch
iber klassische TAs wie 2- Phenylethylamin, p-Tyramin und Tryptamine agonisiert wird #*. Zusatzlich
wird TAAR1 durch endogene aminerge Verbindungen wie p-Octopamine oder 3-lodothyronamin, ein
SD-H Metabolit, und auch katecholaminerge Metaboliten agonisiert 9%, AuRerdem gibt es partielle
Agonisten wie Serotonin und Dopamin #°, Betrachtet man TAAR1 im Feld der Psychiatrie und
Neurologie kommt eine groBe Anzahl an psychoaktiven Verbindungen und Designdrogen wie
beispielsweise ,Ecstasy” zur Liste der Liganden hinzu. Aus diesem Grund war TAAR1 bislang vor allem
im pharmazeutischen Bereich fiir die Therapie des Substanzabusus von Interesse %°. Scanlan et al.
haben die Synthese der TAs durch die aromatische Aminosaurendecarboxylase sowie ihre Funktion
genauer untersucht. TAs als Metabolite der SD-H zeichnen sich durch eine kurzfristigere und schnellere
Wirkung als die SD-H aus. Vor allem T,AM und T;AM haben Einfluss auf TAAR1, welcher von ihnen

agonisiert wird 1. Allerdings binden die TAs nicht nur an TAAR1. Es konnte eine Affinitit fiir den
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Dopamin Rezeptor (D1) und auch Adrenorezeptor (f,) gezeigt werden '®°. Uber diese Rezeptoren
fiihren die TAs dosisabhingig zu einem Anstieg des intrazelluliren cAMP Niveaus . In vivo konnten
die schnellen und auch aber reversiblen Reaktionen des Organismus auf die Substitution von ToAM
und T; AM beobachtet werden. Hierzu zahlen: ein rascher Temperaturabfall, Ptosis, Bradykardie und
Inaktivitat 5819 Langzeitfolgen konnten in den in vivo Versuchen nicht nachgewiesen werden. Hier
besteht eine Diskrepanz der Stimulation mit T,AM und T; AM zu der bisher bekannten Wirkung der
SD-H, welche vorwiegend epigenetisch und damit langfristig wirken %1% Die unterschiedlichen
Wirkungungsweisen werden als Folge der Metabolisierung der SD-H gesehen %, Des Weiteren konnte

gzeigt werden, dass ToAM und T; AM die Expression von TAAR1 erhéht 12,
R, R,

NH
HO O

Abbildung 5: Strukturformel eines Thyronamin, die chemischen Reste R1-R4 kénnen mit einem H

(Wasserstoff) oder I (lod) besetzt werden z.B.: T;AM : R1 =, R2-4=H.
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Trace Amine- Associated Rezeptor 1 und die Neoplasie

TAAR1 kénnte einen Therapieansatz in der Tumortherapie bieten 73. Bereits in vielen Tumorgeweben
wurde die Expression von TAAR1 untersucht %2, In der BioXpress Studie konnten vor allem in Tumoren
des Osophagus und der Prostata signifikante Ergebnisse aufgezeigt werden . Auf mRNA Ebene
konnte eine erhdhte Expression von TAAR1 in Tumoren des Osophagus, der Lunge und des Magens
gezeigt werden, wahrend TAAR1 in Tumoren des restlichen Kopf-Hals- Bereichs, der Niere, der Leber,
des Pankreas, der Hypophyse, der Prostata, des Uterus und der Blase eher niedrig exprimiert wird 1%,
Eine besonders geringe TAAR1 Expression konnte in anderen Studien in Tumoren des Gehirns,
Pankreas, Prostata, Nebennierenrinde, Sexualorganen und B-Zellen gefunden werden 1%,

Eine TAAR1 Uberexpression ist v.a. in Magenkarzinom, Ovarialkarzinom, Blasenkarzinom, Leukidmie,
Kolorektalem Karzinom sowie Knochentumoren mit einem lingeren medianen Uberleben der
Patienten*innen assoziiert 1%, Vogelsang et al. zeigten, dass die Expression von TAAR1 zusitzlich als
positiv prognostischer Faktor fiir das epitheliale Ovarialkarzinom gewertet werden kann 1. Kontrovers
dazu steht ein verlidngertes Uberleben bei Kopf-Halstumoren bei gering exprimiertem TAAR1 %4,
TAAR 1 wirkt Gber verschiedene Signalwege in den Tumorzellen. Zum einen reguliert TAAR1 das
tumorférdernde Gen Secreted Phosphoprotein 1 (SPP-1) herunter °2. Diese Kaskade wurde besonders
in T-Zellen des Immunsystems untersucht 2. Gegensitzlich dazu steigert TAAR1 (ber die
Phosphokinase C (PKC) die Expression von SPP-1 1%, Uber die Phosphokinase A (PKA) nimmt TAAR1
einen aktivierenden Einfluss auf den Transkripitionsfaktor NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells). NF-kB ist vornehmlich an Inflammationsreaktionen beteiligt. Ein
erhéhtes Level von NF-kB steigert sowohl das Krebsrisiko als auch die Malignitat 1.

Ein Zusammenhang zwischen Amphetaminkonsum und erhéhtem Tumorrisiko, v.a. Non Hodgkin
Lymphome, konnte nachgewiesen werden. Da Amphetamine Liganden des TAAR1 sind, kann der
Rezeptor hier als Tumorpromotor verstanden werden %, Der Ligand T;AM inhibiert signifikant das
Tumorwachstum von Adenokarzinomzellen des Mammakarzinoms (MCF7) und hemmt ebenso die
Proliferation des hepatozelluldren Karzinoms (HepG2) in vitro 1%.

Mit Blick auf die Publikation | ist besonders der Zusammenhang zwischen der Expression von TAAR1
im Mammakarzinom und dem Uberleben der Patientinnen zu erwdhnen. Die Expression von TAAR1 in
Mammakarzinomzellen ist geringer als in gesunden Brustdriisenzellen 1%°, Vattai et al. konnten zeigen,
dass eine Uberexpression von TAAR1 in Mammakarzinomzellen mit einem signifikant langeren
Uberleben bei nicht metastasiertem Mammakarzinomen (MO) vergesellschaftet ist °3. Hier korreliert
eine hohe TAAR1 Expression in der Immunhistochemie (IRS 26) mit einem signifikant langeren
Uberleben in primaren Mammakarzinom Patientinnen im 14 Jahres Follow- up ®3. Damit stellt TAAR1

einen positiven prognostischen Marker fiir das Mammakarzinom dar °3. Wir konnten erstmalig zeigen,
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dass die Stimulation mit T; AM, mit einer signifikant reduzierten Zellvitalitdt von MCF7 Tumorzellen in
vitro einhergeht 1%, In Konkordanz dazu zeigten Kovdcs et al., dass Rezeptoren der TAAR- Familie eine
positive Auswirkung auf das Gesamtiiberleben der Patientinnen bei Mammakarzinom haben 1,

Aufgrund dieser Relevanz fiir die Tumorbiologie stellt TAAR1 ein Objekt weiterer Tumorforschung dar,

insbesondere in Bezug auf mogliche Therapieoptionen.

Die L-Dopa Decarboxylase

Das Enzym

Die L-Dopa Decarboxylase (DDC) ist ein Pyridoxal 5- Phosphat (PLP)— abhingiges Enzym 2. Dieses
Enzym wurde bereits 1989 in neuronalem und im Anschluss auch in nicht- neuronalem Gewebe
nachgewiesen 2, Je nach Vorkommen wurden verschiedene Isoformen von der DDC mRNA in den

113

Geweben gefunden, sowie weitere splicing Varianten **>. Die DDC ist ubiquitdir in Geweben

nachgewiesen worden, einige Beispiele hierfiir sind Leber, Niere, Pankreas oder auch Plazenta 114116,
Sie katalysiert eine Decarboxylierungsreaktion ihrer Substrate. Zu den Substraten zdhlen unter
anderem L-Dopa oder Setrone, wie 5-HT3. Auf diese Weise entstehen daraus die Neurotransmitter,
Dopamin oder Serotonin (5-HT) 119, Die DDC riickte in den Fokus unserer Forschung fiir Publikation
Il aufgrund des ahnlichen Wirkmechanismus wie die ODC, welche fiir die TA Synthese verantwortlich
ist (s. oben) 2°. Zudem binden ihre Substrate an TAAR1 und beeinflussen den Stresshaushalt des
menschlichen Korpers. Haufig wird die DDC auch als AADC bezeichnet, was fir aromatische L-
Aminosduren Decarboxylase steht und darauf verweist, dass auch Reaktionen mit anderen L-
Aminosiduren katalysiert werden 2%, Das Produkt Dopamin induziert die Synthese von Transmittern

wie Adrenalin und Noradrenalin. Somit beeinflusst die DDC auch die Expression der Katecholamine,

der ,Stresshormone” 122123 Der Syntheseweg ist in Abbildung 6 schematisch dargestellt.

Down- Regulation

L-Dopa Dopamin- - Phenyl- Ethanolamin-

Decarboxylase Hydroxylase N N-Methyltransferase
- or-
L.ooPA )———— — ( Dopamin )——M M & - -
epinephrin

Abbildung 6: Syntheseweg der Katecholamine mit Substraten (Circlebox)und Enzymen (Pfeile). In unserer

Studie gezeigte Down- Regulation der L-Dopa Decarboxylase durch Epinephrin (roter Pfeil)
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Die Aktivitat der DDC wird unter anderem lGber Dopamin wie auch Dopaminrezeptorantagonisten und
-rezeptoragonisten moduliert. Hier agieren D1 und D2 Rezeptoren synergistisch. Weitere Modulatoren

124-126

der Expression der DDC sind die Adrenorezeptorantagonisten . Die beteiligten Signalwege

verlaufen liber die PKA und PKC. Diese produzieren cAMP. Damit ist die DDC vom intrazellularen cAMP
Level abhingig und das cAMP Level wiederum fiir die Katecholaminsynthese relevant 7.

Tritt ein angeborener Mangel der DDC im Kérper auf, leiden die Patienten bereits innerhalb der ersten
Lebensmonate abhangig vom Schweregrad des Mangels an folgenden Symptomen: Hypotonie der
Muskeln, okulogyre Krisen, Ptosis, Dystonie, Hypokinese und weiteren Fehlfunktionen in der
allgemeinen Entwicklung sowie des autonomen Nervensystems 128, Dieses vorwiegend neurologische,
aber auch autonome Krankheitsbild in Zusammenhang mit der DDC bestatigt das ubiquitdre
Vorkommen der DDC im menschlichen Kérper. Die DDC wurde, ahnlich zu TAAR1, bisher vornehmlich
in Zusammenhang mit neurologischen oder psychiatrischen Erkrankungen gesetzt 22, Dabei wurde
erstmals gezeigt, dass die DDC auf genetischer Ebene modifizierend wirkt und ihr eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung von Krankheiten wie z.B. Morbus Parkinson, Demenz, Depressionen,
Schizophrenie und affektiven Stérungen zukommt 2. Diese Erkenntnisse werden in diesem
Fachbereich als Therapieansatze genutzt. So z.B. werden L-Dopa Decarboxylaseinhibitor zur Therapie

von Morbus Parkinson eingesetzt 1%°,

L- Dopa Decarboxylase und die Neoplasie

Die DDC wurde zunichst als neuroendokriner Tumormarker entdeckt *. Vor allem Lungenkarzinome,
wie das SCLC (small cell lung cancer), das Neuroblastom und das Phdochromozytom weisen eine

erhéhte DDC Expression auf 31,

Hier wurde gezeigt, dass eine Therapie mit einem L-Dopa
Decarboxylaseinhibitor zum Zelltod der Krebszellen mit erhéhter DDC Expression fiihrt 3. Die DDC
Aktivitat wird als Biomarker der Wirkung einer mit L-Dopa Decarboxylaseinhibitor induzierten
Zytotoxizitat gesehen und beeinflusst diese positiv. Im Neuroblastom oder dem Rhabdomyosarkom
zeigte sich eine eingeschrankte Proliferation der Tumorzellen nach Gabe eines L-Dopa
Decarboxylaseinhibitors in vitro 132, Bei Gastrointestinalen Tumoren, dem Prostatakarzinom oder bei
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals- Bereich spielt die DDC in der Karzinogenese eine Rolle 18133,
Weiter wird die DDC Expression als positiver prognostischer Faktor fiir das kolorektale Adenokarzinom
gesehen 8, Die Deutung der Expression der DDC ist nicht in allen Tumoren unbedingt einheitlich. Eine
erhohte Expression der DDC wurde zunachst auch in Zusammenhang mit aggressivem
Wachstumsverhalten in Brust- und Prostatakrebs gebracht und zu einem negativen prognostischen

Biomarker erklart 34133,

26



Die DDC wird in Tumorzellen koexprimiert zu o und B Adrenorezeptoren (AR) *°. Diese Rezeptoren
wurden von Lithy et al. im Jahr 2009 besonders in Mammakarzinomzellen beschrieben (siehe
Abschnitt ,DDC und das Mammakarzinom*) 3¢,

Wafa et al. haben die Ko-Aktivitat von DDC und AR in Prostatakarzinomzellen gezeigt und hier eventuell

durch die AR- Suppression eine Méglichkeit zur Therapie und Progressionsabschwichung gefunden %7,

L-Dopa Decarboxylase und das Mammakarzinom

Abbildung 7: Darstellung der unterschiedlichen Expression der DDC in Mammakarzinom Zellen. Histologischer Schnitt-

Mammakarzinom (MO0), gefirbt mit DDC AK; links IRS-6 (25x), rechts IRS-4 (10x)

Wie in den Neoplasien, welche im vorigen Kapitel beschrieben wurden, scheint die DDC fiir die
Tumorbiologie des Mammakarzinoms eine Rolle zu spielen. Bisherige Untersuchungen zeigten eine
Korrelation der Expressionshohe der DDC mit einer Zunahme der Aggressivitat des Mammakarzinoms
und die allgemeine Beteiligung der DDC an der Tumorzelltoxizitat 1338, Zusatzlich wurde eine erhéhte
DDC mRNA- Expression der neuronalen Isoform in Mammakarzinomzellen gesehen 26, Diese kann
durch Chemotherapeutika reguliert werden. Hier zeigt sich die Komplexitat der verschiedenen
biochemischen Mechanismen und die damit einhergehende Bedeutung der DDC fiir das Uberleben
von Mammakarzinom Patientinnen unter Therapie !*. Hierzu sind weitergehende Untersuchungen
notig. Wir konnten erstmalig die DDC als positiven Prognosefaktor des Mammakarzinoms
identifizieren **°. Fiir die Kldrung des Zusammenhangs zwischen DDC und Mammakarzinom kénnten
die Katecholamine von Interesse sein, welche Uber die DDC reguliert werden und wiederum Einfluss

auf diese nehmen 14041,
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Katecholamine, sogenannte “Stresshormone”, konnen Einfluss auf Krankheitsverlaufe nehmen.
Ouyang et al. zeigten eine gesteigerte Malignitat der Mammakarzinomzellen, wenn Patientinnen
chronischem Stress ausgesetzt waren *2, Das Katecholamin Epinephrin ist unter anderem eine Ligand
des D2R und anderer AR %3, Epinephrin agiert liber G;- Protein- gekoppelte Rezeptoren mit einem
inhibierenden G- Protein ***. Die DDC wird in Tumorzellen mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren wie
a und B AR co-exprimiert 1¥°. Eben diese AR und ihre Funktion wurden von Liithy et al. im Brustgewebe
und speziell im Mammakarzinom beschrieben. Je nach Unterform der AR konnte ein aggressiveres
oder milderes Tumorverhalten gezeigt werden. Eine Uberexpression des B AR (genauer bezeichnet mit
ADRB?2) ist beispielsweise mit kleineren, ER positiven Tumoren vergesellschaftet. Zusatzlich beeinflusst
Epinephrin das cAMP Niveau intrazellular. Hier ist eine weitere Verbindung zur DDC zu sehen, welche
vom cAMP Level abhingig ist. cAMP beeinflusst die Hormonsynthese von Steroiden und Ostrogen iiber
den Transkriptionsfaktor CREB. Diese Hormonsyntheseprodukte nehmen wiederum Einfluss auf die
Biologie des Mammakarzinoms #>14¢, Andere Untersuchungen zeigen einen Epinephrin induzierten
Signalweg Uber p53 MAPK auf, welcher die Malignitdat des Mammakarzinoms vor allem bei einer
begleitenden Depression erhéhen soll ¥*2, Andere Forschungsgruppen postulieren Gegensitzliches,
namlich dass sowohl Epinephrin als auch Norepinephrin inhibierend auf die Zellaktivitdt und das
Wachstum des Mammakarzinoms wirken, da sie den transkriptorischen Hippo- Tumorsuppressor
Sighalweg aktivieren %7,

Zusammenfassend lasst sich nach unserer erstmaligen Untersuchung feststellen, dass die DDC in einer
erhohten immunhistochemischen Expression im Mammakarzinom nachweisbar ist und hier mit einem
lingeren Uberleben korreliert **°. Es resultieren nun Erkenntnisse tiber die Wirkung von Epinephrin
und von SD-H auf das Mammakarzinom Uber bisher unbekannte Signalkaskaden, welche zukiinftig

nach weiteren Untersuchungen eventuell therapeutisch oder diagnostisch genutzt werden kdnnten.
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Zielsetzung der Arbeit und Ausblick

Das Mammakarzinom ist bei Frauen weltweit das haufigste Karzinom. Aufgrund der hohen Inzidenz
und Relevanz der Erkrankung gibt es zahlreiche Studien auf diesem Gebiet 2. Immer detaillierter
werden auf Molekular- und Zellebene Einflussfaktoren und Angriffspunkte zur Friherkennung,
Diagnostik und Therapie erforscht. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeiten haben das Ziel die
Biologie des Mammakarzinoms weiter zu ergriinden und damit eventuelle therapeutische
Moglichkeiten zu erweitern. Die Basis der Veroffentlichungen bildeten friihere Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe, welche TAAR1 als positiven Prognosefaktor und die Schilddriisendysfunktion in

Zusammenhang mit der Erkrankung gebracht hatten %%,

Zielsetzung der Arbeit war es nun, den G- Protein gekoppelten Rezeptor TAAR1 inklusive seiner
Modulatoren und das Enzym L-Dopa Decarboxylase genauer zu untersuchen. Die DDC riickte in den
Fokus der Untersuchung, da Sie zum einen eine ahnliche Wirkungsweise zur Ornithin Decarboxylase
aufweist, welche wiederum in Zusammenhang mit den TAAR1 Liganden steht, und zum anderen eine
Rolle im hormonellen Stresshaushalt spielt, welcher Einfluss auf Tumore nehmen kann.

Mittels immunhistochemischer Analysen wurde die Expression von DDC und TAAR1 analysiert. Des
Weiteren wurden die Ergebnisse mit klinischen Variablen korreliert. Die Expression von TAAR1 und
DDC wurde unabhdngig voneinander als EinflussgroRe auf das Gesamtiiberleben erkannt. Weitere
Experimente wurden in vitro zur Spezifikation durchgefiihrt. Zelllinien des Mammakarzinoms wurden
mit verschiedenen Modulatoren der obigen neuen Prognosefaktoren wie T:AM, T3, Tetrac und
Epinephrin stimuliert, teils mit einer Kostimulation von Estradiol je nach Charakteristika der Zelllinie.
Die Wirkung der Stimulanzien auf die Zellen wurde mittels etablierter Methoden wie PCR, Western
Blot, Scratch Assay und MTT Assay analysiert. Die Ergebnisse wurden 2019 in der eCollection des Dove
Medical Press (Breast Cancer) unter dem Titel: “Thyronamine regulation of TAAR1 expression in breast

”101 ynd 2020 im International

cancer cells and investigation of its influence on viability and migration
Journal of Molecular Science unter dem Titel: “L-Dopa-Decarboxylase (DDC) Is a Positive
Prognosticator for Breast Cancer Patients and Epinephrine Regulates Breast Cancer Cell (MCF7 and
T47D) Growth In Vitro According to Their Different Expression of G;- Protein- Coupled Receptors”

veroffentlicht.

Die Zielsetzung unsere erstmaligen Untersuchungen war es, die Biologie des Mammakarzinoms im

Zusammenhang mit Schilddriisendysfunktionen und hormonellen Stressoren besser zu verstehen.
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Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist das haufigste Karzinom der Frau. Ungefahr jede achte Frau erkrankt im Laufe
ihres Lebens an einem Mammakarzinom #. Circa 2 Mio. Frauen erhielten im Jahr 2018 die Erstdiagnose

3, Zunehmende Risikofaktoren wie

,Brustkrebs” und 600.000 Frauen verstarben weltweit daran
Adipositas oder geringe Geburtenrate der Frau stellen wichtige Griinde fiir die steigende Inzidenz des
Mammakarzinoms sowie die dadurch bedingt steigende Mortalitat dar. Aufgrund des Fortschritts der
angewandten Systemtherapie ist die Mortalitat seit den 90er Jahren in Deutschland insgesamt deutlich
zuriickgegangen %2, Fiir die Entscheidungsfindung liber die bestmégliche Therapie bedarf es u.a. der
Beurteilung der bekannten tumorbiologischen Charakteristika, wie die Expression von
Ostrogenrezeptoren (ER) oder Progesteronrezeptoren (PR), den Proliferationsmarker ki67 und den
Rezeptorstatus HER2 °. Je nach Tumorbiologie und Tumorcharakteristika wie z.B. GréRe und
gegebenfalls Metastasierung wird Uber das Therapieprocedere entschieden. Hier wird aus lokalen
(operative Therapie oder Radiatio) und systemisch medikamentésen (adjuvant, neoadjuvant)
Therapieoptionen gewihlt und kombiniert 2.

Schilddriisendysfunktionen korrelieren mit der Inzidenz des Mammakarzinoms 72. Diese werden bei
dlteren Frauen haufiger diagnostiziert als in entsprechenden Vergleichsgruppen “8. Die
Schilddriisenhormone (freies) Triiodothyronin (f)Tsz und (freies) Tetraiodothyronin (f)T4 werden Uber ein
Enzym, die Ornithindecarboxylase (ODC), zu Trace aminen (TA) metabolisiert >6. Die TAs binden an den
Trace- Amine Assiciated Rezeptor 1 (TAAR1) und regulieren Gber dessen ubiquitdre Expression im
menschlichen Kérper unter anderem das serotonerge und dopaminerge System 1. Bereits etabliert
und Prognose verbessernd ist die praventive hormonelle Therapie von Schilddriisendysfunktionen bei

dlteren Frauen 72

. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass chronischer Stress Einfluss auf die
Erkrankung nehmen kann %2, Hier spielen Katecholamine wie z.B. Serotonin, Dopamin oder auch
Epinephrin eine entscheidende Rolle sowie das Enzym DDC, welches an der Synthese der Hormone
beteiligt ist. Die DDC katalysiert dhnliche Schritte wie die ODC, namlich eine Decarboxylierung ihrer
Substrate ¥, Die Publikationen untersuchen die Regulation von zwei positiven Prognosefaktoren des
Mammakarzinoms. Der bereits bekannte positive Prognosefaktor TAAR1 wird durch Liganden wie TA
moduliert, was unter anderem zum Anstieg von L-Dopa fiihrt und damit zum Anstieg des
synthetisierenden Enzyms, dem in unseren Studien gezeigten zweiten positiven Prognosefaktor: Der
L-Dopa Decarboxylase (DDC) 1. Dies agiert in einer Art positiver Feedbackschleife. TAAR1 ist bereits
als positiver prognostischer Faktor des Mammakarzinoms von Rogowski et al. beschrieben worden 1.

Methodisch wurde der Effekt von Schilddriisenhormonen (SD-H) und deren Abbauprodukten TAs mit

ihrer Wirkung auf die TAAR1 Expression in vitro in Paper | untersucht. Hierzu wurden die Zelllinien
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MCF7 und T47D kultiviert, stimuliert und anschlieRend die Expression von TAAR1 mittels PCR und
Western Blot analysiert. Die Publikation , Thyronamine regulation of TAAR1 expression in breast
cancer cells and investigation of its influence on viability and migration” 1! 2019 zeigte, dass mit 10nM
T,AM stimulierte MCF7 Zellen eine erhohte Expression von TAAR1 auf Proteinebene hatte (p= 0,008).
T47D Zellen zeigten ein gleiches Verhalten auf T:AM nach einer Ko- Stimulation mit 10 pug/mL Estradiol
(p= 0,008). Auch die Vitalitat der Zellen war durch Stimulation mit TIAM und Estradiol signifikant
reduziert (p=0,028). Dies unterstitzt die Hypothese, dass TAAR1 ein positiver Faktor des
Mammakarzinoms ist. In MCF7 Zellen hatte die Stimulation mit T;AM ebenso Einfluss auf die Migration
der Zellen %1, Die DDC ist ein Enzym, das dhnlich der ODC, welche TAs bildet, wirkt und auf den
adrenergen Hormonhaushalt Einfluss nimmt. Katecholamine als Stresshormone stellen eine
Konnektion zwischen der DDC und dem Stresslevel der Patientin her. Die Expression der DDC wurde
mittels immunhistochemischer Farbung in einem Patientinnenkollektiv von 235 Proben untersucht
und mikroskopisch mittels IRS ausgewertet. Die Publikation , L-Dopa-Decarboxylase (DDC) Is a Positive
Prognosticator for Breast Cancer Patients and Epinephrine Regulates Breast Cancer Cell (MCF7 and
T47D) Growth In Vitro According to Their Different Expression of G;- Protein- Coupled Receptors” ¥
aus dem Jahr 2020 konnte die DDC als positiven prognostischen Faktor fiir das allgemeine Uberleben
in primaren Mammakarzinom Patientinnen detektieren (p= 0.03) *. MCF7 und T47D wurden mit
Epinephrin stimuliert und im Anschluss wurde die Expression der DDC und von inhibierenden G-
Proteinen (G;- Proteinen) mittels PCR und Western Blot auf mRNA und Proteinebene quantifiziert. Eine
Stimulation der Zellreihen (MCF7 und T47D) mit Epinephrin zeigte eine signifikante Regression der DDC
in T47D Zellen (p= 0,038) sowie eine erhohte Vitalitdt dieser Zellen (p= 0,028). Gegensatzlich dazu
tendiert Epinephrin in MCF7 Zellen die DDC Expression zu steigern (p= 0,051) und senkte die Vitalitat
(p=0,028). Es konnte eine vermehrte Expression von G;- Proteinen nach Stimulation mit Epinephrin
gesehen werden (p= 0,008). Epinephrin wirkt Gber G;- Proteine. Die Vitalitdt und Migration der
Zelllinien MCF7 und T47D wurde in allen Versuchsreihen mittels MTT Assay und in einigen auch mittels
Scratch Assay untersucht. Die statistische Auswertung aller Ergebnisse erfolgte mittels SPSS
(Spearman’s Rangkorrelationskoeffizienten, nicht parametrische Testverfahren sowie Kaplan- Meier
Kurven, log-rank-Test und Cox Regression). Die untersuchten Strukturen TAAR1, DDC, TAs und
Epinephrin sind indirekt in die Expression von Ostrogen und Ostrogenrezeptoren (ER) involviert und
modulieren so einen wichtigen bekannten Einflussfaktor des Mammakarzinoms 410, Mit dem
erstmalig gezeigten partiellen Signalwegen und der prognoseverbessernden Eigenschaft der DDC und
von TAAR1 konnte hier mit Hilfe von weiteren in vivo Untersuchungen die Therapiemdoglichkeiten
optimiert und individualisiert werden. Es konnte die hemmende Wirkung von TAs und Epinephrin auf
Zellvitalitat und Migration gezielt genutzt werden. O’Mahony et al. zeigten bereits die hemmende

Wirkung von Epinephrin auf die Vitalitdt der Tumorzellen und auf die reduzierende Wirkung von
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Ostrogen, welches in Fillen von Tumoren mit einer hohen Expression von ER, einen hormonellen
Antrieb fiir die Tumorgenese darstellt ¥*°. Hier kénnte die in der vorliegenden Arbeit detektierte
Wirkung von Epinephrin zur Hemmung der Tumorproliferation und Aggressivitat berlcksichtigt
werden *°. Eine weitere Erkenntnis unserer Forschung konnte Unterschiede der Tumorzelllinien MCF7
und T47D aufzeigen. Die Tumorzellen differieren in der Expression der ER und PR sowie der G;- Protein
gekoppelten Rezeptoren. Diese Charakteristika der Zelllinien kénnen sich positiv auf zukiinftige
Forschungsresultate auswirken. Insgesamt lasst sich durch die Arbeiten die These einer Einflussnahme
von Schilddriisendysfunktionen auf das Mammakarzinom bestarken und weiter spezifizieren. Des
Weiteren konnte der Einfluss von Stressoren, wie dem Epinephrin verdeutlicht und die Bedeutung der

L-Dopa Decarboxylase im Mammakarzinom quantifiziert und erlautert werden.

Summary

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide. Approximately one in eight women
will receive this diagnosis during her lifetime 4. About 2 million women received a first diagnosis of
breast cancer and 600,000 died of breast cancer worldwide in 2018 3. Increasing risk factors, such as
obesity or low parity, are important reasons for the rising incidence and mortality of breast cancer.
Overall, however, mortality has decreased since the 1990s in Germany most likely due to the progress
of systemic drug therapy ®%°. The treatment guidelines for this oncologic disease involves the
assessment of the common tumor biological characteristics such as the expression of estrogen
receptors (ER), progesterone receptors (PR), the proliferation marker ki67 and the receptor status
HER2 among others . Depending on the tumor biology, tumor characteristics and, if applicable,
metastasis, the therapy procedure is decided. Here, local (surgical therapy or radiotherapy) and
systemic drug therapy options (adjuvant, neoadjuvant) are selected or combined . One factor
influencing the incidence of breast carcinoma is the presence of thyroid dysfunction 72. Thyroid
dysfunctions are more often diagnosed in elderly women compared to control groups “%.

The thyroid hormones (free)Triiodothyronine (f)T3 and (free)Tetraiodothyronine (f)T4 are metabolized
to Trace Amines (TAs) via an enzyme called ornithine decarboxylase (ODC) *6. The TAs bind to the trace
amine associated receptor 1 (TAAR1) and, via its ubiquitous expression in the human body, regulate
the serotonergic and dopaminergic systems %8, Already established is the preventive and prognostic
hormonal therapy of thyroid dysfunction in older women 72. Furthermore, it could be shown that
chronic stress can have an influence on those dysfunction 2. Here, the catecholamines such as
serotonin, dopamine or epinephrine and the enzyme DDC, which is involved in the synthesis of these
hormones and shows a similar function as the ODC, play a decisive role '’. The publications describe

the modulation of two positive prognostic factors of breast carcinoma and their correlation. The
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already known positive prognostic factor TAAR1 is modulated by ligands like TAs, which lead to an
increase of L-dopa and thus to the increase of its synthesizing enzyme L-dopa decarboxylase (DDC),
which is the second positive prognostic factor in our study 3°. TAAR1 has been previously described as
a positive prognostic factor of breast carcinoma by Rogowski et al. 1%, Methodologically, the effect of
thyroid hormones (SD-H) and their degradation products, TAs, with their effect on TAAR1 expression
was investigated in vitro in Paper |. For this purpose, MCF7 and T47D cell lines were cultured,
stimulated, and then TAAR1 expression was analyzed by PCR and Western blot. The publication
"Thyronamine Regulation of TAAR1 Expression in Breast Cancer cells and Investigation of Its Influence
on Viability and Migration" 1°? 2019 showed that MCF7 cells stimulated with 10nM T1AM showed an
increased expression of TAAR1 at the protein level (p= 0.008). T47D showed the same behavior on
T1AM by co-stimulation with 10 pg/mL estradiol (p= 0.008). Viability was also significantly reduced by
stimulation with TIAM and estradiol (p=0.028). This supports the hypothesis that TAAR1 is a positive
prognostic factor.

In MCF7 cells the stimulation with TLAM has an influence on the migration of cells X, The DDC is an
enzyme, which is similar to the ODC and further influences the adrenergic hormone balance.
Catecholamines as stress hormones establish a connection between the DDC and the stress level of
the patients. The expression of DDC was investigated by immunohistochemical staining in a patient
collective of 235 samples and evaluated microscopically by IRS. The 2020 publication "L-Dopa
Decarboxylase (DDC) is a Positive Prognosticator for Breast Cancer Patients and Epinephrine Regulates
Breast Cancer Cell (MCF7 and T47D) Growth In Vitro According to Their Different Expression of G;-

Protein - Coupled Receptors" 1%

was able to detect DDC as a positive prognostic factor for overall
survival in primary breast cancer patients (p= 0. 03) 3°. MCF7 and T47D were stimulated with
epinephrine and subsequently the expression of the DDC and G;- Protein was quantified by PCR and
Western blot on mRNA and protein level. Stimulation of the cell series (MCF7 and T47D) with
epinephrine showed a significant downregulation of DDC in T47D cells (p= 0.038) as well as an
increased viability of these cells (p=0.028). In contrast, epinephrine increased DDC expression in MCF7
cells by trend (p= 0.051) and decreased viability (p= 0.028). Increased expression of G;- proteins was
seen after stimulation with epinephrine (p= 0.008). Epinephrine acts via G;- proteins. The viability and
migration of the MCF7 and T47D cell lines were examined in all experimental series by MTT assay and
in some also by scratch assay. Statistical analysis of all results was performed using SPSS (Spearman’s
rank correlation coefficients, non-parametric test procedures as well as Kaplan- Meier curves, log-rank
test and Cox regression). The investigated structures such as TAAR1, DDC, TAs and epinephrine are
indirectly involved in the expression of estrogen and estrogen receptors (ER) and thus modulate an

important influencing factor of breast carcinoma 1#>>°, With the partial signaling pathways shown for

the first time and the prognosis-improving property of DDC and TAAR1, further in vivo investigations
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could be used to further optimize and individualize therapeutic options. For example, the inhibitory
effects of TAs and epinephrine on cell viability and migration could be targeted. O'Mahony et al.
already showed the inhibitory effect of epinephrine on tumor cell viability and reducing effect on
estrogen, which in cases of tumors with high expression of ER, is a driver of tumorigenesis *°. Here,
the inhibiting effect on tumor proliferation and aggressiveness of epinephrine detected in the present
work could be taken into account *°. Another finding of our research could reveal further differences
of the tumor cell lines MCF7 and T47D. The tumor cells differ in the expression and amount of ER, PR
and G;- protein- coupled receptors. These characteristics of the cell lines may have a positive impact
on future research results.

Overall, our investigations strengthened the thesis of the diverse influence of thyroid dysfunction on
breast carcinoma und it can be further specified about the importance of trace amines and the
expression of TAARL. Furthermore, the influence of stressors such as epinephrine could be clarified
and the importance of L-Dopa decarboxylase in breast carcinoma could be quantified and explained.

Further research should be done.
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Objectives: A correlation exists between breast cancer and thyroid disorders, which are com-
mon in elderly women. Thyroid hormones are degraded into trace amines, which can bind to
the G-protein-coupled receptor trace amine-associated receptor 1 (TAAR1) and thereby activate
it. The transformation of thyroid hormones into trace amines is carried out by the ornithine
decarboxylase. Previously, we showed that TAAR1 overexpression (IRS >6) was associated with
a significantly longer OS in primary breast cancer patients during a long-term follow-up of up
to 14 years. Aim of the present study was to analyze the regulation of TAARI in breast cancer
cell lines and the influence of triiodothyronine (T,), thyronamines, and tetraiodothyroacetic acid
(Tetrac) on the expression of TAARI in breast cancer cells.

Methods: The effect of T,, thyronamines, and Tetrac on the expression of TAAR in breast cancer
cell lines MCF-7 and T47D was analyzed via PCR and Western blot. A MTT assay was performed
to test the metabolic cell viability. A scratch assay was performed to analyze cell migration.
Results: Stimulation of MCF-7 cells with 10 nM 3-iodothyronamine (T, AM) significantly
increased TAARI protein expression (P=0.008). In T47D cells, TAAR1 expression was sig-
nificantly upregulated after the addition of 10 ug/mL estradiol to 10 nM T AM (P=0.008). A
significant (P=0.028) reduction in MCF-7 cell viability through the incubation with T AM
could be detected. Cell migration of MCF cells was significantly reduced through incubation
with 10 nM T, AM.

Conclusion: A significant upregulation of TAAR induced by stimulation with T, AM may be
a sign for an increased decarboxylation of thyroid hormones in breast cancer cells. In addition,
there seems to be an influence of estradiol for the T, AM-induced upregulation of TAARI in
T47D cells. TAAR1-related cell transduction mechanisms seem to be an interesting target for
endocrine treatment options of breast cancer patients.

Keywords: breast cancer, TAAR1, 3-iodothyronamine, Tetrac, MCF7, T47D

Introduction

Breast cancer is the most common malignant tumor in women worldwide.! In 2012,
about 1.7 million patients worldwide were diagnosed with breast cancer and almost half
amillion people died from it.>3 There is evidence that a correlation exists between breast
cancer and thyroid disorders, and patients with thyroid dysfunctions have higher breast
cancer incidences in comparison to healthy women.** The specific role of thyroidal hor-
mones in breast cancer is still unclear, and future investigations are required to clarify
it.” Thyrotrophin (TSH) and {T, levels seem to be predictive for therapeutic response and
prognosis of patients with recurrent breast cancer.® Ditsch et al® observed that blood levels
of the thyroid hormones T, and fT, and concentrations of TSH and antibodies against
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thyroidal peroxidase are significantly elevated at the time of
primary diagnosis in breast cancer patients. Especially in elderly
women, those thyroid markers show a thyroid disorder.'

In our study, we investigated the influence of thyroid hor-
mones and their degradation products on breast cancer cells.
Dysfunction of the thyroid gland is common in elderly women,'®
especially after the menopause.'""* The highest occurrence of
hypothyroidism and cancer of the thyroid gland takes place in
postmenopausal women.'* The occurrence of dysfunction is
5-20 times higher in women than in men."> Alternation in the
amount of thyroid hormones is associated with aging. Espe-
cially TSH and thyroid antibodies are increasing in women
over the age of 45 years.'" Thyroid hormones influence normal
breast cell differentiation as well as breast cancer cell prolifera-
tion. Thyroid hormones in general stimulate the angiogenesis
of various cancer cells. Thyroid dysfunctions, especially high
levels of fT4 or antibodies, are associated with the development
of breast cancer. In a previous study, it could be shown that tri-
iodothyronine (T,) levels are positively related to the incidence
of breast cancer in postmenopausal women.!!

Thyroid hormones are degraded into trace amines (TAs),
also referred to as thyronamines or endogenous amines.' The
enzyme ornithine decarboxylase (ODC) is a rate-limiting
enzyme for the biosynthesis of polyamines, and it is probably
responsible for the transformation of thyroid hormones into
endogenous thyronamines (3-iodothyronamine [T, AM] and
T,AM) through a deiodization process and a decarboxylation
process.'> Compared to classical thyroid hormones, which act
epigenetically, decarboxylated thyroid hormones are able to act
through rapid actions such as rapid lowering of body tempera-
ture and heart rate.'® T, AM and its metabolites T AM and TA,
are able to modify the brain, heart, pancreatic islets, and other
tissues via the trace amine-associated receptor 1 (TAARI),”
which is a G-protein-coupled receptor.'® Upon activation of
adenyl cyclase, TAARI leads to a rise of the intracellular cAMP
level.'*!* TAARI is expressed by various tissues including
breast, cancer tissue, placenta, brain, spinal cord, stomach,
pancreatic 3 cells, and immune cells such as macrophages, leu-
kocytes, and dendritic cells.'™° Different compounds, including
adrenergic, dopaminergic, and serotonergic classes, and a wide
spectrum of agonists can activate TAAR1 .23

TAART1 has mostly been investigated in the neurological
field, and it was shown that TAARI is able to modulate the
serotonergic and dopaminergic systems in the brain.!” Current
clinical studies analyze TAAR1 in schizophrenia and other
psychiatric disorders.?* The TAAR1 agonist T,AM is being
tested in numerous experimental animal studies including
its cardiac effects, prevention of ischemia-associated insults
such as strokes, and many other functions.?'*

In a recently published study, we analyzed the regulation
of TAARI in tumor tissue of primary breast cancer patients
(MO0) and identified that TAAR1 is an independent predictor
for OS in early breast cancer.” TAAR1 overexpression (IRS
>6) was associated with a significantly longer OS in primary
breast cancer patients (P=0.02) during long-term follow-up
of up to 14 years.? Therefore, TAARI has a favorable effect
on OS in early breast cancer.”®

The aim of our present study was to analyze the influence
of thyronamines and T, on TAARI expression in different
breast cancer cells and to assess its influence on the viability
and migration of breast cancer cell lines.

Methods

Cell culturing and stimulation

Ductal breast cancer cell lines MCF7 and T47D (both
ECACC, Salisbury, UK) were used for the experiments. The
cells were cultured in DMEM (3.7 g/l NaHCO,, 4.5 g/L
D-glucose, 1.028 g/L stable glutamine, and Na-pyruvate;
Biochrom, Berlin, Germany) adding 10% heat-inactivated
fetal calf serum (FCS; Biochrom) to the medium, and the
solution was incubated at an atmospheric CO, concentration
of 5% and at a temperature of 37°C.

For the PCR and Western blot stimulation, MCF7 and
T47D cells were separately grown on sterile 12 multiwell
slides at a density of 500,000 cells/'mL DMEM with 10%
FCS. Medium was changed after 4 hours to pure DMEM
without FCS. After 16 hours, each group of cells was stimu-
lated with 0.01 or 0.1 nM T,AM (Cayman Chemical, Ann
Arbor, USA), T, (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA),
and tetraiodothyroacetic acid (Tetrac) (Sigma-Aldrich Co.)
for 2 hours in case of TagMan® PCR experiments. For West-
ern blot lysates, each group of cells was stimulated with 1
or 10 nM T AM, T,, and Tetrac for 24 hours. 10 pg/mL of
estradiol (Sigma-Aldrich Co.) was added to T47D cells,
which were stimulated with 10 nM T AM.

Control cells were incubated under the same conditions
without stimulants.

TagMan® Real-time PCR

The NucleoSpinRNAII (Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
was used for RNA isolation of MCF7 and T47D cells. RNA
samples were quantified and analyzed with the NanoPho-
tometer (Implen, Munich, Germany). Reverse transcription
was performed using the High-Capacity cDNA reverse
transcription kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) with a temperature protocol of 25°C for 10 minutes,
37°C for 2 hours, 85°C for 5 seconds, followed by final
cooling at 4°C.
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TagMan® PCR took place in 96-well reaction plates hold-
ing a volume of 20 pL in each well. The mixture consisted
of 1 uL of TagMan® Gene Expression Assay 20x (Thermo
Fisher Scientific), 10 pL of TagMan® Universal PCR Master
Mix 2x (Thermo Fisher Scientific), 8 uL of H,O (containing
0.1% diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated distilled water;
Sigma-Aldrich Co.), and 1 pL of RNA sample. For the PCR
assay, ABI Prism 7500 Fast (Thermo Fisher Scientific) was
used with the thermal cycling conditions of 20 seconds at
95°C, followed by 40 cycles of amplification with 3 seconds
at 95°C and 30 seconds at 60°C. The 224°T method was used
for quantification of the relative RNA expression applying
B-actin as the housekeeping gene. Each experiment was
validated three times (n=3).

Western blot

Stimulated and control cells were lysed for 30 minutes at 4°C
with 200 pL buffer solution, consisting of a 1:100 dilution
of protease inhibitor (Sigma-Aldrich Co.) in RIPA buffer
(Sigma-Aldrich Co.). After centrifugation of the lysates with
thermo centrifuge, a Bradford protein assay was performed
to identify the protein amount. The proteins were separated
according to their molecular weight using SDS-PAGE and
transferred onto a polyvinylidenfluorid membrane (EMD
Millipore, Billerica, MA, USA). The membrane was blocked
for 1 hour in a receptacle consisting of 1x casein solution
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), to prevent
nonspecific binding of the antibodies. The primary antibodies
anti-B-actin (clone AC-15, mouse IgG; Sigma-Aldrich Co.)
and anti-TAAR1 (PA5-23141, rabbit IgG; Thermo Fisher
Scientific) were equally rarefied in a 1x casein solution and
then applied onto the membrane for 16 hours at 4°C. After-
ward, the membrane with the -actin antibody was incubated
with biotinylated anti-mouse IgG antibody and ABC-AmP
reagent (both VECTASTAIN ABC-AmP Kit for rabbit IgG;
Vector Laboratories) and the TAAR1 antibody membrane
was incubated with biotinylated anti-rabbit IgG antibody
and ABC-AmP reagent (both VECTASTAIN ABC-AmP
Kit for rabbit IgG; Vector Laboratories), according to the
manufacturer’s protocol. Staining was performed using the
5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/nitroblue tetrazolium
chromogenic substrate (Vectastain ABC-AmP Kit; Vector
Laboratories). Detection was performed with Bio-Rad Uni-
versal Hood II (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA,
USA), and the findings were quantified using the Quantity
One Software (Bio-Rad Laboratories Inc,). Each Western
blot experiment was validated nine times (n=9, three times
in three lanes).

MTT assay

MCF7 and T47D cells were separately grown on sterile 98
multiwell slides at a density of 10,000 cellsymL DMEM
containing 10% FCS. The medium was changed after 4 hours
to pure DMEM. After 16 hours, cells were stimulated for
48 hours with 0.01, 0.1, or 10 nM T,AM. Control groups
were incubated in pure DMEM or in a predilution of DMSO,
in which T AM was liquidated. After the stimulation period,
the MTT reagent (Sigma-Aldrich Co.) was applied in order
to specify the mitochondrial succinate-tetrazolium dehy-
drogenase system of the stimulated cells. After 30 minutes
of incubation with MTT in the incubator, cell viability was
measured with a multiwell spectrophotometer at a wavelength
of 420480 nm. Each experiment was validated three times

(n=3).

Wound healing assay

MCEF7 and T47D cells were grown on 48 multiwell plates
at a density of 200,000 cellss'mL DMEM with 10% FCS.
After 4 hours, DMEM with FCS was substituted by pure
DMEM and the incubation was lasted for another 20 hours
until the well contained a confluent cell layer. Next, a straight
line was scratched into the middle of the monolayer with a
p100 pipet tip (Biozym, Hessisch Oldendorf, Germany).
Afterward, the well was carefully rinsed with 1 mL of PBS
to remove the debris and the well was again filled with pure
DMEM. Stimulation of the cells with 10 nM T, AM followed
and the control group was incubated without stimulants. The
dish was placed in a culture incubator at 37°C and 5% CO,.
Digital images of the scratch assays were taken exactly at
0, 24, 48, 72, and 96 hours after stimulation. The recording
contained always the same area of the scratched cells. Digital
images were taken until the scratch was nearly closed. The
acquired images were evaluated using the ImagelJ software
(Laboratory for Optical and Computational Instrumentation
[LOCI] of the University of Wisconsin-Madison, Madison,
WI, USA; http://imagej.net/). Each experiment was validated
three times (n=3).

Statistics

Data collection, processing, and analysis of statistical data
were transacted with IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 22.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). A two-
sided significance level of 5% was used for all statistical tests.
Two sample r-tests were performed for statistical analysis
of cell culture experiments. For the real-time PCR analysis,
we used the 2744°T formula to calculate relative values. The
bar charts show the mean of relative expression and not the
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raw data. Therefore, the presentation of error bars is not
applicable in this case.”

Results

Influence ofTIAM,Tetrac, and T3 on
TAAR| mRNA expression in MCF7 and
T47D breast cancer model cells

Incubation of MCF7 cells with 0.01 nM T,AM for 2 hours
induced a significantly (P=0.043) increased TAAR1 mRNA
expression compared to the control condition (Figure 1A).
InT47D cells, 0.1 nM T, AM led to a significant (P=0.028)
upregulation of TAART mRNA expression after an incuba-
tion time of 2 hours (Figure 1B). The other concentrations of
T ,AM, which had been tested, had no significant influence
on TAARI expression (Figure S1).

Tetrac induced a significant upregulation of TAARI
mRNA expression in MCF7 cells (P=0.017) (Figure 2A) and
in T47D (P=0.043) (Figure 2B) after an incubation time of
2 hours and at a concentration of 0.1 nM. Other tested con-
centrations of Tetrac had no significant influence on TAAR1
expression (Figure S2).

Stimulation with T, had a significant influence on
TAAR1 mRNA expression neither in MCF7 cells (P=0.249
for 0.01 nM T,; P=0.345 for 0.1 nM T,) nor in T47D cells
(P=0.917 for 0.01 nM T,; P=0.068 for 0.1 nM T,).

A TAAR1 mRNA expression in MCF7 cells stimulated with
0.01 nM T,AM
11
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2
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&
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z
£
x
0.8

Control 0.01nM

Influence ofTIAM,Tetrac, and T3 on
TAARI protein expression in MCF7 and
T47D breast cancer model cells

Incubation of MCF7 cells with 10 nM T ,AM for 24 hours
induced a significant upregulation of TAAR1 protein expres-
sion (P=0.008) (Figures 3A and 4A, B). Stimulation with
1 nM T,AM did not have a significant influence on TAAR1
expression (Figure S3). In T47D cells, no significant change
in TAAR1 protein expression could be observed through
the incubation with 10 nM T AM for 24 hours (P=0.678)
(Figures 3B and 4C, D).

The addition of 10 pg/mL of estradiol to T47D cells co-
stimulated with T AM led to a significant upregulation of
TAARI protein expression (P=0.008) (Figures 3C and 4E,
F). TAAR1 protein expression in MCF7 and T47D cells was
not influenced by either T, or Tetrac.

Viability and migration of MCF7 and
T47D after stimulation withT AM and T,
MTT test

Stimulation of both cell lines (MCF7 and T47D) with 0.1 nM
T, AM for 48 hours led to a significantly decreased viability
of MCF7 cells (P=0.028) in comparison to unstimulated
control MCF7 cells (Figure 5A). Other tested concentrations
of T,AM showed no influence.

B TAAR1 mRNA exp ion in T47D cells sti with
0.01 nM T,AM

.7 *P=0.028

5

3

A

x-fold TAAR1 mRNA expression (rQ)
o
©

e
3

Control 0.01nM

Figure | TagMan® Real-time PCR in MCF7 and T47D cells after stimulation with T AM.

Notes: (A) Bar chart as a relative representation of TAARI mRNA expression in MCF7 cells after incubation with T AM for 2 hours detected via TagMan® Real-time PCR.
0.0l nM T AM induced a significant upregulation of TAARI expression (P=0.043). (B) Bar chart of TAARI mRNA expression in T47D cells after incubation with T AM for
2 hours detected via TagMan® Real-time PCR. 0.1 nM T AM induced a significant upregulation of TAARI expression (P=0.028). This bar graph shows the mean of relative
TAARI expression; therefore, the presentation of error bars is not appropriate. *P<0.05.

Abbreviation: T‘AM, 3-iodothyronamine.
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TAAR1 mRNA exp ion in MCF7 cells sti with
0.01 nM Tetrac
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TAAR1 mRNA expression in T47D cells stimulated with
0.01 nM Tetrac
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Figure 2 TagqMan® Real-time PCR in MCF7 and T47D cells after stimulation with Tetrac.

Notes: (A) Bar chart of TAARI mRNA expression in MCF7 cells after incubation with Tetrac detected via TaqMan® Real-time PCR. 0.1 nM Tetrac for 2 hours led to a
significant increase in TAARI expression in MCF7 cells (P=0.017). (B) Bar chart of TAARI mRNA expression in T47D cells after incubation with Tetrac for 2 hours detected
via TagMan® Real-time PCR. 0.1 nM Tetrac induced a significant upregulation of TAARI expression (P=0.043). This bar graph shows the mean of relative TAAR| expression;

therefore, the presentation of error bars is not appropriate. *P<0.05.
Abbreviation: Tetrac, tetraiodothyroacetic acid.

The stimulant T, at a concentration of 0.1 nM induced
a significantly increased viability of MCF7 cells (P=0.027)
(Figure 5B).

No effect of T AM and T, could be observed in T47D
cells.

Wound healing assay

Cell migration of MCF cells was significantly reduced
through incubation with 10 nM T AM for 12 hours
(P=0.004) (Figure 6A) and 24 hours (P=0.016) (Figure
6B). The scratch was closed more slowly through stimu-
lated cells in comparison to unstimulated cells (Figure 7).
T,AM had no influence on the migration of T47D cells
after 24, 48, 72, or 96 hours. No effect could be observed
in T47D cells.

Discussion

In this study, the influence of T, and thyronamines (T,AM)
on TAARI1 expression has been analyzed in MCF-7 and
T47D breast cancer cell lines. In a previous study, we found
that TAAR1 overexpression (IRS >6) was favorably associ-
ated with OS in primary breast cancer; therefore, TAARI is
a positive prognostic marker for OS in early breast cancer.
Decarboxylation of thyroid hormones through the ODC leads
to an excess of thyronamines, which presumably leads to
the upregulation of TAARI. Hence, the results of our MTT
test, which detects the metabolic cell activity and showed a

reduced cell viability of MCF7 cells through T AM, are in
line with our former findings as enhanced TAAR1 expres-
sion has a positive predictive effect on OS in breast cancer
patients. Those findings are in line with recent results of
Rogowski et al (2017),%° who showed that incubation of
MCEF7 cells with T AM resulted in a significant reduction
in cell viability.

T,AM directly stimulates the G-protein-coupled
membrane receptor TAAR 1, which is expressed by breast
cancer cells. T,AM can be synthetized from T, through
decarboxylation and deiodation, and also Tetrac can be
synthesized from T, through deamination. Therefore,
there might be an indirect influence of T, and Tetrac on
the signal transduction processes stimulated by TAARI.
Therefore, the aim of our study was to find out a potential
influence of T, or Tetrac on T AM signal transduction in
breast cancer cells in vitro. Based on the results of our
study, we can rule out a direct influence of T, or Tetrac
on T AM signaling.

TAARI belongs to the group of G-protein-coupled
receptors.”’ In some cases, antibodies produced against
these targets are not very immunogenic. Therefore, Berry
et al (2017)* proposed that the commercially available anti-
TAARI antibodies are not optimal as specific antibodies for
some of the experiments they had been employed in. In this
study, the antibody anti-TAAR1 (PA5-23141, rabbit IgG),
which has been used for cell culture experiments showed to
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A Western blot of TAAR 1 expression of MCF7 cells stimulated
with 10 nM T,AM
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B Western blot of TAAR 1 expression of T47D cells stimulated
with 10 nM T,AM and 10 ug/ml estradiol
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Figure 3 Western blot analysis of TAARI protein expression in MCF7 and T47D cells after stimulation with T AM.

Notes: (A) Bar chart of TAARI expression in MCF7 cells after incubation with 10 nM T,AM for 2 hours. T AM induced a significant upregulation of TAARI protein
expression (P=0.008). (B) Bar chart of TAARI expression in T47D cells after incubation with 10 nM T ,AM and 10 pg/mL estradiol for 2 hours. T,AM led to a significant
increase in TAARI protein expression (P=0.008). (C) Bar chart of TAARI expression in T47D cells after incubation with 10 nM T,AM for 2 hours. No significant change
in TAARI protein expression could be observed after stimulation with T AM (P=0.678). This bar graph shows the mean of relative TAARI expression; therefore, the

presentation of error bars is not appropriate. *P<0.05.
Abbreviation: T AM, 3-iodothyronami

be more specific in comparison to the monoclonal mouse
IgG TAARI antibody (sc-514311; Santa Cruz Biotechnol-
ogy Inc., Dallas, TX, USA) and the polyclonal rabbit IgG
antibody (ab65633; Abcam, Cambridge, UK).

In recent years, a keen research interest could be observed
for thyroid hormone derivatives in the therapy of breast can-
cer. Bharali et al (2013)*” examined Tetrac, a thyroid hormone
analogy of L-thyroxin, conjugated to poly(lactic-co-glycolic
acid) nanoparticles (T-PLGA-NPs) both in vitro and in
vivo for the treatment of drug-resistant breast cancer. They
showed that Tetrac -PLGA-NPs enhanced the inhibition of
tumour-cell proliferation; and in in vivo studies, treatment
with either Tetrac or T-PLGA-NPs resulted in a three- to
fivefold inhibition of tumour weight.?’

In our investigation, we could show that T/ AM has a dif-
ferent effect on TAAR1 expression in MCF7 compared to
T47D cells. T47D cells seem to function only in comparison
to MCF7 cells after estrogen supplementation. Stimulation
with T,AM induced a significant upregulation of TAARI
in MCF7 cells, whereas no impact could be observed for
T ,AM on TAAR1 expression in T47D cells. TAART mRNA
expression was significantly increased in T47D cells after
additional co-stimulation with estradiol. Sex steroids,
such as estrogen, regulate the growth and development of
the mammary gland as well as the development of breast
neoplasms.?® In vitro studies showed that stimulation with
estrogen induces the proliferation of hormone-dependent
breast cancer cells.** T47D and MCF7 cell lines vary in
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Figure 4 Western blot analysis of TAARI protein expression in MCF7 and T47D cells after stimulation with T AM.

Notes: Image of Western blot membranes with standard protein ladder (Page Ruler Prestained Protein ladder; # 26616; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA);
(A, C, and E) (left) Control membrane with b-actin. (B, D, and F) (right) Membrane incubated with TAARI. Gray boxes mark the binding region of the TAARI antibody
according to its molecular weight. (A and B) Nine samples of MCF7 cells: MCF7 cell control groups in columns 1), 4), and 7) and MCF7 cells stimulated with | nM T AM in
columns 2), 5), and 8) and stimulated with 10 nM T,AM in columns 3), 6), and 9). (C and D) Nine samples of T47D cells: T47D cell control groups in columns 1), 4), and 7)
and T47D cells stimulated with | nM T ,AM in columns 2), 5), and 8) and stimulated with 10 nM T AM in columns 3), 6), and 9). (E and F) Six samples of T47D: T47D cell
control groups in columns 1), 3), and 5) and cells stimulated with 10 nM T,AM and 10 pg/mL estradiol in columns 2), 4), and 6).

Abbreviation: T AM, 3-iodothyronamine.

A wrT assay of MCF7 cells stimulated with 0.1 nM T,AM for 48 h B MTT assay of MCF7 cells stimulated with 0.1 nM T3 for 48 h
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Figure 5 MTT assay of MCF7 cells stimulated with T AM and T.

Notes: (A) Bar chart of OD of MCF7 cells after incubation with 0.1 nM T,AM for 24 hours. T AM induced a decrease in cell proliferation (P=0.028). (B) Bar chart of OD
of MCF7 cells after incubation with 0.1 nM T, for 24 hours. T, induced an increase in cell proliferation (P=0.027). This bar graph shows the mean of relative OD; therefore,
the presentation of error bars is not appropriate.

Abbreviations: OD, optical density; T,AM, 3-iodothyronamine.
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A scratch assay of MCF7 cells stimulated with 10 nM T,AM (12 h)
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Figure 6 Wound healing assay of MCF7 cells stimulated with T AM.

B Sscratch assay of MCF7 cells stimulated with 10 nM T,AM (24 h)
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Notes: (A) Bar chart of the scratch area of MCF7 cells after incubation with 10 nM T AM for 12 hours. T AM induced a significant downregulation of cell migration (P=0.004)
in comparison to control cells. (B) Bar chart of the scratch area of MCF7 cells after incubation with 10 nM T AM for 24 hours. T AM induced a significant downregulation
of cell migration (P=0.016) in comparison to unstimulated control cells. This bar graph shows the mean of relative wound closure; therefore, the presentation of error bars

is not appropriate.
Abbreviation: T AM, 3-iodothyronamine.

Control

10 nM T1AM

Figure 7 Wound healing assay of MCF7 control and stimulated cells.

Notes: Images show cell migration into the scratch in control and stimulated cells.
Migration of MCF7 cells is significantly inhibited through incubation with 10 nM
T,AM for 12 hours (P=0.004). Migration of MCF7 cells is significantly inhibited
through incubation with 10 nM T AM for 24 hours (P=0.016).

Abbreviation: T‘AM, 3-iodothyronamine.

their expression of progesterone receptor (PR) and estrogen
receptor (ER). MCF7 cells express a higher level of ER than
PR, whereas T47D cells express a higher level of PR.>#%
Estrogen in itself is able to up- or downregulate the ER.
The direction of regulation depends on the interaction of
the estrogen-response elements (ERE) at the DNA strand
with the three available ER DNA promotors.?** As shown in
numerous studies, estrogen leads to a downregulation of ER
in MCF7 cells and to an upregulation of ER in T47D.?*?" This
fact could explain the diversity of responses observed for the

same stimulant in different breast cancer tumor cell lines.?
Our results verify the evidence of Zaretsky et al showing
that, for T47D cells, an exogenous additional supplement of
estrogen is necessary to activate the expression of proteins.?®
In our case, the additional estrogen stimulation induced an
upregulation of TAARI expression in T AM-stimulated
T47D cells.

Modulation of TAAR1 may represent a novel targeting
strategy for breast cancer prevention and therapy. Hoefig et
al. (2016)"* claim that one of the most important points for
future thyronamine research is the development of a quantita-
tive assay for T, AM and its derivates in blood and other body
fluids to gain a better understanding of T, AM metabolism and
signal transduction. Before clinical implications are being
considered, the complexity of the field and the technical
challenges need to be mastered.

Aims of future studies include further investigation of
the functional interaction between TAAR1 and the ODC in
breast cancer tissue and cells. TAAR1 may represent a novel
target for the prevention and treatment of breast cancer.
Further studies are required to analyze the signaling path-
ways of the endogenous ligands of TAAR1 and to possibly
re-examine thyroid hormone signaling in breast cancer.?!
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Figure S| Real-time TaqMan® PCR in MCF7- and T47D- cells after stimulation with TIAM.

Notes: (A) Bar chart as a relative representation of TAARI mRNA expression in MCF7 cells after incubation with T AM for 2h detected via Real-time TagMan® PCR.
0.0InM T ,AM induced a significant upregulation of TAARI expression (P=0.043). 0.InM T ,AM showed no significant influence on TAARI expression (P=0.398). (B) Bar
chart of TAARI mRNA expression in T47D cells after incubation with TIAM for 2h detected via Real-time TagMan PCR. 0.InM T AM induced a significant upregulation of
TAARI expression (P=0.028). 0.0/nM T AM showed no significant influence on TAARI expression (P=0.144). This bar graph shows the mean of relative TAAR| expression;
therefore, the presentation of error bars is not appropriate. *P<0.05.

Abbreviation: TIAM, 3-iodothyronamine.
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Figure S2 Real-time TaqMan® PCR in MCF7- and T47D- cells after stimulation with Tetrac.

Notes: (A) Bar chart of TAARI mRNA expression in MCF7 cells after incubation with Tetrac detected via Real-time TaqMan® PCR. 0.1nM Tetrac for 2h led to a significant
increase of TAARI expression in MCF7 cells (P=0.017). 0.01nM Tetrac showed no significant influence on TAARI expression (P=0.345). (B) Bar chart of TAARI mRNA
expression in T47D cells after incubation with Tetrac for 2h detected via Real-time TagMan PCR. 0.InM Tetrac induced a significant upregulation of TAARI expression
(P=0.043). 0.01nM Tetrac showed no significant influence on TAARI expression (P=0.917). This bar graph shows the mean of relative TAARI expression; therefore, the
presentation of error bars is not appropriate. *P<0.05.

Abbreviation: Tetrac, tetraiodothyroacetic acid.
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Figure S3 Western Blot analysis of TAARI protein expression in MCF7 and T47D cells after stimulation with T AM.

Notes: (A) Bar chart of TAARI expression in MCF7 cells after incubation with 10nM T1AM for 2h. TIAM induced a significant upregulation of TAARI protein expression
(P=0.008). I nM T AM showed no significant influence on TAARI protein expression (P=0.767). (B) Bar chart of TAARI expression in T47D cells after incubation with InM
and 10nM T AM for 2h. No significant change in TAARI protein expression could be observed (InM: P=0.441; 10nM: P=0.678). This bar graph shows the mean of relative
TAARI expression; therefore, the presentation of error bars is not appropriate.

Abbreviation: TIAM, 3-iodothyronamine.
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Abstract: A coherence between thyroid dysfunction and breast cancer incidence exists.
Thyroid hormone metabolites bind to TAARI (trace amine-associated receptor 1) and through that
modulate the serotonergic and dopaminergic system. Catecholamines themselves are synthesized by
the L-dopa decarboxylase (DDC). The aim of our study was to analyze the influence of catecholamines
on the DDC expression in primary breast cancer patients and the role of DDC concerning overall
survival (OS). DDC expression was analyzed by immunohistochemistry. The effect of epinephrine
on the expression of DDC and the G;- protein was analyzed on the protein level via Western blot.
A viability assay was performed to test the metabolic cell viability. The overexpression of DDC in
the primary tumor was associated with longer OS (p = 0.03). Stimulation with epinephrine induced
the downregulation of DDC (p = 0.038) and significantly increased viability in T47D cells (p = 0.028).
In contrast, epinephrine induced an upregulation of DDC and decreased the proliferation of MCF7
cells (p = 0.028). Epinephrine led to an upregulation of G; protein expression in MCF7 cells (p = 0.008).
DDC is a positive prognostic factor for OS in breast cancer patients, and it is regulated through
epinephrine differently in MCF7 and T47D. DDC may represent a novel target for the treatment of
breast cancer, especially concerning its interaction with epinephrine.

Keywords: breast cancer; L-dopa decarboxylase; epinephrine

1. Introduction

Breast cancer is the most common malignant cancer type in women worldwide [1]. In 2018,
over two million patients were newly diagnosed with breast cancer, and more than 600,000 women
died from it [2,3].

Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 9565; doi:10.3390/ijms21249565 www.mdpi.com/journal/ijms
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Various comorbidities can influence the biology and development of breast cancer. A correlation
between breast cancer and thyroid disorders could be found [4]. The incidence of breast cancer in
women with thyroid dysfunction is higher in comparison to normothyroidal women [4-6].

Sogaard et al. (2016) found a coherence between hyperthyroidism and an increased breast cancer
incidence as well as a coherence between hypothyroidism and a lower breast cancer incidence [7].
Furthermore, Ditsch et al. (2017) described significantly elevated blood levels of thyroid hormones
(fT3 and fT4), and high concentrations of TSH and thyroidal antibodies in breast cancer patients at
the moment of primary diagnosis [8]. Thyroid hormones are metabolized by the enzyme ornithine
decarboxylase (ODC) into the derivates called trace-amines (TAs) [9,10].

In recently published studies, investigations were made on the degradation products of thyroid
hormones can bind to the trace amine-associated receptor 1 (TAAR1), which is a G-protein coupled
receptor that influences the viability and migration of breast cancer cells [11-14]. Additionally,
this receptor has been identified as an independent prognostic positive factor for breast cancer [15].

Further an enzyme called, L-dopa dopa decarboxylase (DDC), is a pyridoxal 5-phosphate
(PLP)-dependent enzyme that converts L-dopa into dopamine, which is expressed ubiquitarily and
similar to the ODC concerning its operation mode [16-18]. Additionally, DDC influences the synthesis
of serotonin, tryptamine, phenylethylamine, and histamine [19]. In a former study, we could show that
TAs have an influence on the expression of DDC in healthy pregnancies [19].

The degradation process of TAs is similar to the degradation and the synthesis of dopamine
and serotonin [10,20]. Dopamine itself induces the synthesis of amines such as epinephrine and
norepinephrine. DDC can influence the levels of catecholamines, epinephrine, and norepinephrine [21].
The enzyme DDC so far was investigated especially in neurological and psychiatric diseases due
to its neurotransmitter building character [21]. DDC may act as a genetic modifier of the response
to neurological treatment with L-dopa during Parkinson’s disease [22]. For different tumors such
as neuroendocrine tumors, neuroblastoma, or prostate cancer, DDC is regarded as a biomarker [17].
High DDC expression has been observed in small-cell lung carcinoma (SCLC), neuroblastoma,
pheochromocytoma, and in peritoneal dissemination of gastric carcinoma [17]. DDC is also known as
a positive prognostic factor in colorectal adenocarcinoma, where the overall survival rate is higher in
patients with a higher level of DDC expression [17].

DDC further influences the expression of dopaminergic D2 receptor (D2R) [23]. D2R is especially
examined in neurological diseases such as Parkinson’s disease, dementia, or depression [24].

Epinephrineis a ligand that binds to D2R. It is an amine induced by dopamine, which is synthesized
by the DDC. A defect of DDC causes a minor amount of catecholamines and neurotransmitters, such as
dopamine and hence a minor amount of epinephrine [25,26]. Epinephrine is a physiological transmitter
of the sympathetic nerve system [27]. This transmitter can bind to adrenoreceptors [28]. DDC is
co-expressed with G-protein coupled receptors such as « and  adrenoreceptors (AR) in tumor cells [18].

Liithy et al. (2009) described the function of - and 3-AR in breast structures and breast cancer,
as well as their occurrence in other cancer identities [29]. Increased epinephrine levels can inhibit
apoptosis in prostate cancer and stimulate tumor growth through the cAMP pathway in mice [30].

The binding of epinephrine onto the G-protein coupled ARs can stimulate or inhibit the
adenylcylase (PKA) depending on the G-protein, which is bound. PKA influences the cAMP levels of
the cell, which regulate the hormones syntheses of steroids or estrogen on a nuclear level through a
cAMP-responsive element binding protein (CREB) [31,32].

The aim of our study was to analyze the influence of DDC expression in breast cancer cells
in vivo and in vitro and to specify the interaction of G-protein coupled receptors with epinephrine.
Additionally, we further investigated the signaling pathway of the DDC for the viability of breast
cancer cells.
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2. Results

2.1. DDC Protein Expression in Primary Breast Cancer

Via immunohistochemical analysis of 235 samples of breast cancer, a significant upregulation
of DDC protein expression could be observed in primary breast cancer with a tumor size below
pT2 (r =-0.147; p = 0.032) (Figure 1). Additionally, an upregulation of DDC expression could be
analyzed via immunochemistry with higher tumor grading (G1-G2 p = 0.013; G1-G3 p = 0.008))
(Figure 2). An overexpression of DDC protein expression (intensity > 2, n = 109) in the primary
tumor was associated with a significantly longer overall survival (p = 0.03) of patients in the cohort
compared to patients without a DDC overexpression (n = 126) dependent on the size of the tumor
(Figure 3). A high expression of DDC is correlated with the tumor size and is a positive factor for
the overall survival of breast cancer patients. Additionally, we detected a negative correlation with
nuclear TAARI (cc = —0.175; p = 0.010) (Table S1). No correlation could be observed between DDC
expression in primary breast carcinoma and the histological subtypes, luminal A or B classification,
progesterone receptor status (PR), estrogen receptor status (ER), HER-2 status, HER-4 status, age,
or lymph node status.

DDC expression in relation to tumour size (pT)

12+

10

IRS
T 2 ?

N
1

pT

Figure 1. Dopa decarboxylase (DDC) protein expression in breast cancer cells according to tumor
size. Boxplot of DDC protein expression in breast cancer in relation to tumor size and correspondent
immunoreactive score (IRS) (r = —=0.147; p = 0.032).
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DDC expression in relation to grading of tumour (G)

L2 p=0013 p"=0.008
10
o
| ﬁ
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Figure 2. DDC protein expression in breast cancer cells according to tumor grading. (a) Boxplot of
DDC protein expression in breast cancer according to their grading (* significant p-value), (b) DDC
staining in breast cancer (grading 1) with IRS = 2, 10x and 25x magnification, (¢) DDC staining in
breast cancer (G2) with IRS = 4, 10x and 25x magnification, (d) DDC staining in breast cancer (G3)
with IRS = 6, 10x and 25x magnification.

Kaplan-Meier survival analysis by DDC intensity

Cumulative Survival

DDC Intensity
02 <
22

4t

<2- censored
4~ 22-censored

T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 "

Years (post Surgery)

Figure 3. Influence of DDC expression on overall survival (OS) of patients with early breast cancer.
Kaplan-Meier curve showing the association between an increased DDC expression (Intensity > 2,
n =109; Intensity < 2, n = 126) and a longer overall survival (p = 0.03).

2.2. Influence of Epinephrine on DDC Protein Expression in MCF7 and T47D Breast Cancer Model Cells

The incubation of T47D cells with 10 uM epinephrine induced a significant downregulation of DDC
protein expression (p = 0.038) in our Western blot analysis (Figure 4). In MCF7 cells, an upregulation
trend in DDC protein expression could be observed (p = 0.051) that is not significant through the
incubation with 10 uM epinephrine after 6 h (Figure 4).
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Figure 4. Western Blot analysis of DDC protein expression in MCF7 and T47D cells after stimulation with
epinephrine. (a) Bar chart of DDC expression in MCF?7 cells after incubation with 10 uM epinephrine.
Epinephrine led to an increase of DDC protein expression (p = 0.051) that was not significant.
1)-6) Western blot membranes after incubation with 8-actin and DDC antibodies (marked with gray
box). 1) 3) 5): control samples. 2) 4) 6): stimulated samples with 10 uM epinephrine. (b) Bar chart
of DDC expression in T47D cells after incubation with 10 uM epinephrine (* significant p-value).
Epinephrine induced a significant downregulation of DDC protein expression (p = 0.038). 1)-6) show
Western blot membranes after incubation with 8-actin and DDC antibodies (marked with a gray box).
1) 3) 5): control samples. 2) 4) 6): stimulated samples with 10 M epinephrine.

2.3. Viability of MCF7 and T47D Cells after Stimulation with Epinephrine

WST-1 Assay. Stimulation of both cell lines (MCF7, T47D) with 1 uM epinephrine for 48 h led to a
significantly decreased proliferation of MCF7 cells (p = 0.028) in comparison to unstimulated MCF7
control cells (Figure 5). In contrast, T47D cells showed a significantly increased viability (p = 0.028)
after stimulation with epinephrine in comparison to unstimulated T47D control cells (Figure 5).

WST-1 Assay of MCF? cells after stimulation with Epinephrine WST-1 Assay of T47D cells after stimulation with Epinephrine
o “p=0.028 . “p=0028
0zs 03
z z
3 T 02
S o g
& g
015 01
01 00
contol M Epinephiine conel M Eplnephuine b
a

Figure 5. WST-1 assay of MCF7 and T47D cells stimulated with epinephrine. (a) Bar chart of optical
density of MCF?7 cells after incubation with 1 uM epinephrine for 48 h. Epinephrine induced a decrease
of cell proliferation (p = 0.028; * significant p-value). (b) Bar chart of optical density of T47D cells
after incubation with 1 uM epinephrine for 48 h. Epinephrine induced an increase of cell proliferation
(p = 0.028; * significant p-value).

2.4. Influence of Epinephrine on G;- Protein -Expression in MCF7 and T47D Breast Cancer Model Cells

Incubation of T47D cells with 10 uM epinephrine for 6 h induced no significant difference in
G;- protein expression (p = 0.859). In contrast, MCF7 cells showed a significant change in G;- protein
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expression. After an incubation with 10 uM epinephrine for 6 h, a significant upregulation of G;- protein
expression was observed (p = 0.008) (Figure 6). Furthermore, unstimulated MCF7 and T47D cells
differed in their total expression of G;- protein. MCF7 unstimulated cells expressed significantly less
G;- protein than unstimulated T47D cells (p = 0.008) (Figure 7). A trend of enhanced G;- protein
expression (p = 0.051) could be observed between MCF7 and T47D stimulated cells (Figure 7).

Western blot showing G;- Protein expression of MCF7
cells after stimulation with Epinephrine

*p=0.008

G- inh. Protein / 8- Actin
g

025 q
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1) 2) 3) 4 5 6
enn D D 3 4 9 6
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15, ——— — . |
34 ’

Gi-Protein  ¢o

Figure 6. Western blot analysis of G;—protein expression in MCF7 cells after stimulation with
epinephrine. Bar chart of G;- protein expression in MCF?7 cells after incubation with 10 uM epinephrine.
Epinephrine induced a significant upregulation of G;- protein expression (p = 0.008; * significant
p-value). 1)-6) Western blot membranes after incubation with 8-actin and G;- protein antibodies.
1) 3) 5): control samples. 2) 4) 6): stimulated samples with 10 M epinephrine (Figure S1).

Wester blot showing G- Protein expression of MCF7 Western blot showing G;- Protein expression of MCF7 and
and T47D control cells TA47D cells after stimulation with Epinephrine
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Figure 7. Western blot analysis of G;- protein expression in MCF7 and T47D cells after stimulation
with epinephrine. (a) Bar chart of G;- protein expression in T47D and MCF7 control cells. There is
a significant lower of expression of G;- protein (p = 0.008; * significant p-value). (b) Bar chart of G;-
protein expression in MCF7 and T47D cells after incubation with 10 uM epinephrine have a tendency
for a higher expression of G;- protein in T47D cells after stimulation than in MCF7 cells after stimulation
with 10 uM epinephrine (p = 0.051).

53



Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 9565 7 of 14

3. Discussion

In this study, DDC expression has been analyzed in vivo and in vitro in MCF7 and T47D breast
cancer cells. Additionally, the influence of epinephrine on the DDC expression has been analyzed.
We focused on the signaling pathway of the G;- protein coupled receptor (G; -PcR) of the adrenergic
system to analyze the effect of epinephrine in breast cancer cells. In a previous study, we investigated
that TAAR1 overexpression (IRS > 6) is a positive prognostic marker for the OS in early breast cancer.
TAARLI is regulated by trace amines (Tas) [14]. The synthesis of TAs and catecholamines such as
epinephrine is processed by similar enzymes, ODC and DDC. The latter is a positive prognostic factor
for the overall survival of breast cancer patients. This prognostic factor in vivo is regulated through
stimulation with epinephrine, which we could analyze via Western blot analysis. Zhang et al. (2018)
already described the influence of TAs on TAARI and the dopaminergic release in neuronal cells.
The different effect on the different locations of TAAR1 (intra- and extracellular) is explained through
the specific interaction and location of the D, receptors. In cells stimulated with TAs, L-Dopa seems
to be upregulated through the signaling pathway via TAARI, increasing cAMP and PKA. There is
a negative correlation between DDC in cytoplasm, which metabolizes L-Dopa and nuclear TAAR1
through a feedback loop or shuttling process [33,34].

We detected a difference in the two investigated cell lines MCF7 and T47D on their reaction on
epinephrine stimulation. Radde et al. (2014) already described bioenergetic differences for MCF7
and T47D by their estrogen receptor (ER) positivity concerning their behavior under stimulation with
estrogen and tamoxifen [35]. According to Radde et al., the cell lines differ in their oxygen consumption
rate, ATP level, proton leak, and the relation between mitochondrial and nuclear DNA. Furthermore,
the reaction on 4-hydroxytamoxifen, an ER targeted therapy, diverged from increasing or decreasing
the tolerance in oxygenic stress [35]. Both cell lines vary in their expression of progesterone (PR) and
ER. MCF?7 cells express a higher level of ER than PR, whereas T47D cells express a higher level of
PR [36]. Additionally, the cells differ in their amount of G;-PcR, as our results showed. This finding
could be seen in a context with other G-PcRs such as the G-PcR 81. This receptor modulates the biology
and microenvironment of breast cancer and was identified as a tumor-promoting receptor in breast
cancer progression by Lee et al [37].

In our study, the cell lines showed different results of DDC expression on protein level and
different viability levels after stimulation with epinephrine. Brandie et al. and Barzegar et al. already
showed in their investigation that MCF7 and T47D cell lines differ in various bioenergetic or apoptosis
characteristics [35,38]. In accordance with their results, we could show that MCF7 and T47D as well
differ in their viability depending on the stimulus of epinephrine. The exact interesting pathway
stimulated by epinephrin is part of further investigations. So far, Jahanafrooz et al. showed similar
interesting results with a natural polyphenol, Silibinin, which caused a cell cycle arrest that was equal
with the viability in MCF?7 cells but not in T47D cells [39]. Tremmel et al. showed in their latest
study that MCF7 and T47D cells show different effect after TLAM stimulation on TAAR1 expression
and that T47D cells seem to need estrogen supplementation in this case. [14] We further focused on
G;j-PcR, which interacts with epinephrine [40]. Our results showed a higher reaction of MCF7 cells after
stimulation with epinephrine, as the G;-PcR expression after stimulation with epinephrine increased
significantly in MCF?7 cells.

Additionally, DDC protein expression in MCF7 cells was increased compared to T47D cell
expression after stimulation with epinephrine.

Earlier studies showed that the viability of MCF?7 cells is sensitive on estrogen level, whereas T47D
cells are estrogen resistant [14,41]. The estrogen level is regulated through G;-PcR similar to the a-AR,
which is expressed in breast cancer cells [29].

Meta-analysis already showed a better clinical outcome depending on the AR status for breast
carcinoma patients [42]. In ER-positive breast cancer cells, AR confers to be a good prognostic factor [43].
In ER-negative cases, the involvement of AR in promoting cell proliferation has also been observed [44].
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Through stimulation with epinephrine, which acts via ARs, MCF?7 cell viability and metabolism
was reduced. MCF7 cell viability and metabolism is estrogen dependent [45]. The level of estrogen
seems to drop under stimulation with epinephrine. Less estrogen leads to a reduction of the MCF7
cell viability and metabolism. This finding is in line with the investigation of O’ Mahony et al. (2012),
who focused on the impact of estradiol on the metabolism of glycolysis of MCF?7 cells and showed that
in a setting of low extracellular glucose levels, 17-estradiol rescues cell viability through the upregulation
of ATP and the activity of pyruvate dehydrogenase, which induces the tricarboxylic acid cycle and
suppresses glycolysis [46].

Ouyang et al. showed an increased malignancy in breast cancer cells after chronic stress,
which indicates that there is a difference between the chronic and acute effect of epinephrine and
a difference in vivo and in vitro [47]. Furthermore, the viability of MCF7 cells compared with the
viability of T47D cells seems to be more influenced by the epinephrine stimulation. Epinephrine acts
through the G;-PcR. Both cell lines have a different sensitivity for the stimulation with epinephrine,
which is in accordance with the different expression levels of G;-PcR after stimulation. Steroids, such as
estrogen or catecholamines, regulate the growth and development of the mammary gland as well as
the development of breast neoplasms [41]. Stimulation with estrogen induces an in vitro proliferation
of hormone-dependent breast cancer cells [48,49]. Epinephrine is able to downregulate the steroid
and estrogen syntheses [50]. This is in line with our research results, indicating that epinephrine
seems to induce a downregulation of estrogen synthesis and an upregulation of G;-PcR in MCF7 cells.
This signaling pathway should be part of further investigations. The signaling latter known so far
involves the cAMP-nuclear binding element (CREB), which is regulated through the cAMP level [33].
cAMP is a product of the adenylate cyclase, which is inhibited through G;-PcR. Aims of future studies
include further investigation of the functional interaction between G;-PcR and the DDC in breast
cancer tissue and cells. Analyses of the signaling pathways of the endogenous ligands and a possible
re-examination of adrenergic signaling in breast cancer need to be done.

4. Materials and Methods

4.1. Patients

Breast cancer samples were collected from 235 patients, who underwent surgery due to a
malignant breast tumor at the Department of Gynaecology and Obstetrics of the Ludwig-Maximilians
University hospital, Munich, Germany. Patient data were taken from patient charts or the Munich
Cancer Registry. No positive family history nor metastases were recorded in any of those cases.
Over 50% of the patients were diagnosed with a tumor size smaller than 2 cm (n(pT1) = 153 (68%);
n(pT2) = 66 (29.3%); n(pT3) =1 (0.4%); n(pT4) = 5 (2.2%)). No lymph node metastases at the point
of diagnosis were recorded in 56.7% of the patients. Further grading, Her2 status, estrogen receptor
(ER), progesterone receptor (PR), and luminal classification was performed on the samples (Table 1).
The mean age was 58.2 + 13.3 years. The mean survival was 12.2 years (95% CI: 11.6-12.8 years),
and 49 deaths were documented, while a mean follow-up of 9.8 years was reached.
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Table 1. Patient’s characteristics.

Patient’s Characteristics n=
size
pT1 135 (68%)
pT2 66 (29.3%)
pT3 1 (0.4%)
pT4 5(2.2%)
grading
Gl 16
G2 84
G3 57
receptor status
Her2 positive 26
negative 208
ER positive 192
negative 43
PR positive 141
negative 94
luminal
A 103
B 74
mean age

58.2 years + 13.3

4.2. Ethical Approval and Informed Consent

All procedures involving human participants were in accordance with the ethical standards of
the institutional and/or national research committee and with the Helsinki declaration of 1964 and
its later amendments or comparable ethical standards. The study was approved by the local ethics
committee of the Ludwig-Maximilians University of Munich (reference number of approvals: 337-06,
approval date: 26 January 2010).

4.3. Immunohistochemistry

Tissue samples were fixed in 3.7% formalin and embedded with paraffin. Formalin-fixed paraffin-
embedded sections (3 um) were deparaffinized in Roticlear (Carl Roth, Karlsruhe, Germany),
rehydrated, and blocked with 6% HyO/methanol for 20 min to deactivate the endogenous peroxidase.
For rehydration of the slides, an alcohol gradient up to distilled water was used. In sodium citrate
(pH = 6.0), the slides were cooked under pressure. A blocking solution was used to prevent the
primary antibody from binding unspecifically (Polymer Kit, Zytomed Systems, Berlin, Germany).
After preparing the tissue sections, they were incubated with the primary DDC antibody for 16 hat4 °C
(Table 2). Reactivity was detected by using the ZytoChem Plus HRP Polymer System (mouse/rabbit)
(Zytomed, catalog-ID: POLHRP-100, Source BioScience, Nottingham, UK) in accordance to the
manufacturer’s protocol, and staining and counterstaining were carried out with DAB and hemalum,
respectively. Appropriate positive controls (placenta tissue) were included in each experiment.
Each slide was evaluated with the semi-quantitative immunoreactive score (IRS) using a Leitz Diaplan
microscope (Leitz, Wetzlar, Germany). The IRS calculation works by multiplying the intensity of cell
staining (0: none; 1: weak; 2: moderate; 3: strong) with the percentage of positively stained cells (0:
no staining; 1: <10% of the cells; 2: 11-50%; 3: 51-80%; 4: >80%).

56



Int. ]. Mol. Sci. 2020, 21, 9565 10 of 14

Table 2. Features of the antibodies used for staining.

Antibody Incubation Blocking Solution Blocking Condition
DDC, Polyclonal 0N ; o Reagent I (Polymer Kit, Zytomed Systems, .
(Rabbit IgG, LSBio) ~ 12001n PBS 16 hat 4°C Berlin, Germany) 5 min

4.4. Cell Culturing and Cell Stimulation

The cell lines MCF7 and T47D were used as models for the ductal breast carcinoma. The cells were
cultured in DMEM (3.7 g/L. NaHCO3, 4.5 g/L. D-glucose, 1.028 g/L stable glutamine, and Na-Pyruvate;
Biochrom, Berlin, Germany). After adding 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS; Biochrom) to
the medium the solution was incubated at an atmospheric CO, concentration of 5% and at 37 °C in an
incubator to lyse.

MCF7 and T47D cells were separately grown in sterile 12 multi-well slides at a density of
500,000 cells/mL. DMEM with 10% FCS. The medium was changed after 4 h to pure DMEM without
any FCS. After 20 h, the cells were stimulated with 1 uM epinephrine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munich, Germany). The cells were stimulated for 6 h with 10 uM epinephrine in the case of Western
blot samples. Control cells were incubated in parallel without any stimulants.

4.5. Western Blot

Stimulated cells were lysed for 30 min at 4 °C with 200 pL buffer solution consisting of
a 1:100 dilution of protease inhibitor (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in RIPA buffer
(Radioimmunoprecipitation assay buffer, Sigma-Aldrich). Afterwards, the lysates were centrifugated,
and a Bradford protein assay of the supernatant was performed. During Western blot, the proteins were
separated according to their molecular weight using SDS-PAGE and transferred onto a PVDF membrane
(Merck Millipore, Darmstadt, Germany). The membrane was blocked for 1 h in a receptacle containing
Marvel-TBST for DDC-staining or containing of 1x Casein Solution (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) for B-actin and G;- staining (a G- protein inhibitor staining), against unspecific binding.
The primary antibody Anti-DDC (polyclonal Rabbit IgG, LSBio) was diluted in a 1:1000 in Marvel-TBST
(TBS + TWEEN and milk powder). The antibody Anti-8-Actin (Clone AC-15, Mouse IgG, Sigma) was
diluted in 1:1000, the antibody Anti- (polyclonal Rabbit IgG, Novus biological, Littleton, CO, USA) was
diluted in 1:500 in casein, each according to the suggestion of the producer. The antibody Anti-DDC
was applied for 1 h at room temperature. The antibodies for Anti-8-Actin and Anti-G;- were applied for
16 h at 4 °C. After rinsing with TBST, the membrane was incubated with biotinylated Anti-Rabbit IgG
antibody and ABC-AmP reagent (both VECTASTAIN ABC-AmP Kit for rabbit IgG, Vector Laboratories)
for DDC, -Actin, and G;- Protein following the manufacturer’s protocol. BCIP/NBT chromogenic
substrate (Vectastain ABC-AmP Kit, Vector Laboratories) showed specific bands on the membrane.
Detection was performed with Bio-Rad Universal Hood II (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA), and the bands were quantified using Bio-Rad Quantity One software (Bio-Rad Laboratories).
Each Western blot experiment was validated nine times (17 = 9)

4.6. WST-1 Assay

MCE7 and T47D cells were separately grown on sterile 98 multi-well slides at a density of
10.000 cells/mL. DMEM containing 10% FCS. The medium was changed after 4 h to pure DMEM.
After 16 h, cells were stimulated for 48 h with 1 uM epinephrine. The stimulants were renewed every
12 h. Control groups were incubated in pure DMEM. After stimulation, the reagent WST-1 water
soluble tetrazolium (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was applied in order to specify the mitochondrial succinate-
tetrazolium dehydrogenase system of the stimulated cells. After 30 min of incubation with WST-1 in
the incubator, cell viability was measured with a multi-well spectrophotometer at a wavelength of
420-480 nm. Each WST-1 Assay was validated nine times (n =9).
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4.7. Statistics

Data collection, processing, and analysis of statistical data were transacted with IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 22.0. Armonk, NY, USA: IBM Corp. A significance level two-sided of 5%
was used for all statistical tests. Kaplan-Meier curve analyses was performed to detect the overall
survival rate. Non-parametric Mann—Whitney U test, Kruskal-Wallis one-way analysis of variance,
or a two-sample t-test were performed to compare the central tendency. A Wilcoxon signed-rank
test was used for statistical analysis of cell culture experiments. For DDC immunohistochemistry,
an immunoreactive score (IRS) was used for each stained sample. The score obtains the values of the
counted most perceived cells (IS = color intensity) multiplied by the positive cells (PP = percentage
points).

5. Conclusions

L-dopa-decarboxylase could be identified as one positive prognosticator for breast cancer patients
with primary tumors. Epinephrine, as a substrate of the DDC, influences the viability of breast cancer
cells in vitro. DDC may represent a novel target for the prevention and treatment of breast cancer.

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/24/
9565/s1.
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G; -PcR G;- protein coupled receptor
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PR progesterone receptor
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