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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Das Ovarialkarzinom
1.1.1. Epidemiologie und Pathogenese

Jahrlich erkranken 8 bis 10 von 100.000 Frauen neu an einem Ovarialkarzinom (1). Unter den
h&ufigsten Malignomen der Frau ist das Ovarialkarzinom auf Platz sechs (1). Es hat die hochste
Mortalitat von allen gynakologischen Malignomen und trotz der aktuellen Therapiemethoden liegt
die 5-Jahres Gesamtuberlebensrate fur Ovarialkarzinompatientinnen bei nur 40 bis 45 % (1). Das
Lebenszeitrisiko an diesem Karzinom zu erkranken liegt bei 1 % (1) und am haufigsten sind Frauen
zwischen 50 und 70 Jahren betroffen (1). Zu den Symptomen des Ovarialkarzinoms gehdren
Vollegefuhl, Bladhungen, unklare abdominelle Beschwerden, erhéhte Miktionsfrequenz (2),
Bauchumfangszunahme, sowie Obstipation (1). Aufgrund der uncharakteristischen Symptome
kommt es oft zu einer verzdgerten Diagnosestellung (1). Bei etwa 75 % der Patientinnen wird das

Ovarialkarzinom erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert (1).

Aktuell gibt es noch kein effektives Screening fiir das Ovarialkarzinom (3). Die Mortalitat kann
weder durch die vaginale Tastuntersuchung noch durch den vaginalen Ultraschall oder der
Tumormarker CA125 Bestimmung gesenkt werden (1). Ein fortgeschrittenes Ovarialkarzinom
kann auch bereits Monate nach einem unaufféalligen gynékologischen Untersuchungsbefundes
auftreten (1). Zu den Faktoren, die das Risiko der Entwicklung eines Ovarialkarzinoms erhdhen,
gehéren hohes Alter, ununterbrochene Ovulationen, Nulliparitat, Infertilitit und
Hormonersatztherapien mit Ostrogenen (1). Bei 27-29 % der Ovarialkarzinome liegen BRCA
Mutationen vor (4). Die Einnahme von Ovulationshemmern wirkt protektiv gegen die

Entwicklung eines Ovarialkarzinoms (1).

Circa 90 % der malignen Ovarialtumoren sind epitheliale Tumoren (5). Diese werden in folgende
funf h&ufige histologische Subtypen kategorisiert: high-grade serés (HGSOC), low-grade seros
(LGSOC), muzinos, endometrioid und klarzellig (6). Weitere Subtypen des Ovarialkarzinoms sind
das seromuzingse Karzinom, das undifferenzierte Karzinom und der maligne Brennertumor (6).

Das high-grade serdse Karzinom ist bei weitem das am haufigsten auftretende Ovarialkarzinom
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(1). Die Hauptmetastasierungswege des Ovarialkarzinoms sind sowohl Uber die Exfoliation der
Tumorzellen in die Peritonealhéhle als auch Uber den Lymphabfluss in die pelvinen und

paraaortalen Lymphknoten (1).

1.1.2. Diagnostik

GemaR der S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge maligner Ovarialtumoren ist die
konsensbasierte Empfehlung, dass bei Verdacht auf eine Raumforderung des Ovars, eine
gynakologische Spiegeluntersuchung, sowie eine Tastuntersuchung erfolgen sollte (7). Als erste
apparative Mallnahme sollte eine vaginale Sonographie durchgefiihrt werden (7).
Malignitatsverdachtige  Ultraschallbefunde sind  solid-zystische, schlecht abgrenzbare
Raumforderungen, Raumforderungen mit Zysten mit unregelméBiger, verdickter Septierung,
sowie Aszites (1). Ein Ultraschallbefund eines Ovarialkarzinoms ist in Abbildung 1 beispielhaft
dargestellt (8). Fur die weitere Diagnostik kann auch eine abdominelle Sonographie durchgefiihrt
werden, sowie eine Bestimmung des Serumtumormarkers CA125, der bei mehr als 80 % der
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom erhoht ist (1). Eine Computertomographie wird
verwendet um das Ausmal der Ausbreitung des Karzinoms zu beurteilen (1). Weitere préoperative
diagnostische MalRnahmen um das AusmaR der Erkrankung zu beurteilen umfassen die MRT, die
Kolonosigmoidoskopie und die Gastroskopie (1). Der Verdacht auf ein Ovarialkarzinom kann

allerdings nur durch eine Operation mit histologischer Diagnosesicherung bestatigt werden (1).
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Abbildung 1: Ultraschallbefund eines Ovarialkarzinoms
Hier wird ein unregelmaBig begrenzter, inhomogener Tumor mit liquiden Anteilen dargestellt (8)

Das Ovarialkarzinom wird geméalR der TNM- und der FIGO-KIassifikation in Stadien eingeteilt
(1). Daruiber hinaus wird basierend auf die nukleére Atypie der histologische Differenzierungsgrad
von G1 (hoch differenziert) bis G4 (undifferenziert) bewertet (1).

1.1.3. Operative Therapie

Bei Operationen bei Verdacht auf ein Ovarialkarzinom wird ein intraoperativer Schnellschnitt zur
Beurteilung der Dignitdt entnommen (1). Sollte sich der Verdacht auf ein Ovarialkarzinom
bestatigen, erfolgt zundchst ein operatives Staging (1). Fir das Staging wird zuerst - falls noch
nicht erfolgt - eine abdominale Langslaparotomie durchgefuhrt (1). Auf diese Weise kann die
Ausbreitung des Tumors, sowie die Operabilitat, eingeschatzt werden (1). Anschlieend wird die
operative Resektion durchgefuhrt (1). Das Ziel der Operation des fortgeschrittenen
Ovarialkarzinoms ist die postoperative makroskopische Tumorfreiheit, da die Abwesenheit eines
makroskopischen Resttumors ein wichtiger Prognosefaktor beim Ovarialkarzinom ist (6, 9). Das
Zurlckbleiben eines makroskopischen Tumorherds fiihrt bereits ab 1 cm Durchmesser zu einer

deutlich verschlechterten Prognose der Patientinnen (1).

Laut der S3-Leitlinie umfasst die operative Therapie bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen die
totale Hysterektomie mit beidseitiger Adnexektomie, Omentektomie (mindestens infrakolisch),
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Peritonealbiopsien, und die Entfernung aller weiteren makroskopisch auffalligen Areale (6). Bei
dem muzinésem Subtyp sollte auBerdem stets eine Appendektomie erfolgen (6). Bei
makroskopischer Tumorfreiheit und unauffalligen Lymphknoten wird eine systematische
Lymphonodektomie nicht mehr empfohlen, da diese keinen signifikanten Vorteil bzgl. des

Gesamt- und progressionsfreien Uberlebens gezeigt hat (10).

1.1.4. Medikamentose Therapie

Primérerkrankung

Zusétzlich zu einer operativen Therapie erfolgt beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom eine
adjuvante oder neoadjuvante Chemotherapie (1). Bei fortgeschrittenen Stadien (FIGO 1l — IV) ist
die Standardtherapie der Primarerkrankung die kombinierte Chemotherapie mit Carboplatin und
Paclitaxel (1, 6). Bei FIGO I1I-1V sollte laut der S3-Leitlinie im Anschluss an die Chemotherapie
eine Erhaltungstherapie erfolgen (6). Bevacizumab, PARP-Inhibitoren (Olaparib, Niraparib) und
die Kombination aus Bevacizumab + Olaparib kdnnen als Erhaltungstherapie eingesetzt werden
(6). Bei Karzinomen mit einer homologen Rekombinationsdefizienz (HRD) oder Karzinomen mit
BRCA-Mutationen wird gemaR Daten aus der PAOLA-1 Studie eine Erhaltungstherapie mit
Olaparib in Kombination mit Bevacizumab empfohlen (6). Alternativ zu einer Bevacizumab
Erhaltungstherapie besteht gemaR Daten aus der PRIMA Studie auch die Mdglichkeit einer
Erhaltungstherapie mit Niraparib (6). In der PRIMA Studie zeigte sich auch ein besonders guter
Effekt der Niraparib Erhaltungstherapie bei Karzinomen, die eine HRD aufweisen (6). Eine
weitere - in Deutschland bislang jedoch nicht zugelassene - Therapieoption ist der PARP-Inhibitor
Veliparib (11). Daten aus der VELIA/GOG-3005 Studie zeigten, dass das Hinzufligen von
Veliparib zur Carboplatin/Paclitaxel Primdrtherapie und die Fortfiihrung des Veliparibs als
anschlieRende Erhaltungstherapie das progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit HGSOC im
Stadium 111 und IV erhéhen kann, unabhéngig vom BRCA Mutations- und HRD-Status (11).

Eine neoadjuvante Chemotherapie tUber 3 Zyklen mit Carboplatin/Paclitaxel kann Patientinnen,
bei denen eine operative makroskopische Tumorfreiheit zum Zeitpunkt der Diagnose

unwahrscheinlich ist, vor einer operativen Therapie verabreicht werden (1). Somit kann die

10
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Tumormasse reduziert werden um bei einer folgenden Operation die Komplikationsrate zu senken,

sowie die Wahrscheinlichkeit einer makroskopischen Tumorfreiheit zu erhéhen (1).

Rezidiverkrankung

Obwohl die Platin-Taxan Primértherapie bei den Patientinnen eine hohe Ansprechrate zeigt,
erleiden circa 85 % der Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom ein Rezidiv (12). In
Deutschland wird inzwischen zwischen platin-geeignete und nicht-platingeeignete Rezidive
unterschieden (6). International wird weiterhin die gebréuchliche Einteilung in platinsensitive und
platinresistente Ovarialkarzinome je nach Dauer des platinfreien Intervalls verwendet (6).
Platinsensitive Ovarialkarzinome sind die, die friihestens 6 Monate nach Ende der platinhaltigen
Chemotherapie ein Rezidiv zeigen, wahrend platinresistente Ovarialkarzinome bereits innerhalb
der ersten 6 Monate nach Abschluss der platinhaltigen Chemotherapie ein Rezidiv zeigen (6).
Platinrefraktare Ovarialkarzinome, eine Subgruppe der platinresistenten Ovarialkarzinomen,
zeigen entweder kein Ansprechen auf die platinhaltige Chemotherapie oder eine Progression der
Erkrankung innerhalb von 4 Wochen nach Ende der Chemotherapie (6). Abhangig davon, ob das
Karzinom platinsensitiv oder platinresistent ist, sowie auch von weiteren Faktoren wie unter
anderem Alter, Belastbarkeit, genetische Faktoren, und zuriickliegende Therapien mit
antiangiogenetischen Substanzen oder PARP-Inhibitoren, wird eine Entscheidung tber die weitere
Therapie des Rezidivs getroffen (6).

Bei platinsensitiven Rezidiven wird zunédchst anhand des AGO Scores evaluiert, ob durch eine
Rezidivoperation eine erneute makroskopische Komplettresektion méglich erscheint und somit die
Patientin fiir eine Rezidivoperation vor der systemischen Rezidivtherapie geeignet ist (6, 13, 14).
Wenn alle drei Komponenten des AGO Scores (ein guter Allgemeinzustand, Tumorfreiheit nach
der Primaroperation und kein Nachweis von Aszites beim Rezidiv) erfullt werden, ist die
Wahrscheinlichkeit flr eine makroskopische Komplettresektion laut Daten aus der DESKTOP IlI
Studie ausreichend hoch, um eine operative Therapie im Rezidiv zu indizieren (13, 14).
AnschlieBend wird eine platinhaltige Kombinationstherapie mit Carboplatin und mdglichst
pegyliertem liposomalem Doxorubicin, empfohlen (CALYPSO) (6). Beim ersten Rezidiv kann
Bevacizumab zusammen mit der Carboplatin/Gemcitabin und Carboplatin/Paclitaxel

Kombinationstherapie verabreicht und als Erhaltungstherapie fortgesetzt werden, vorausgesetzt es

11
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hat keine vorherige anti-VEGF Therapie stattgefunden (6). Eine Erhaltungstherapie mit einem
PARP-Inhibitor kann im Anschluss der systemischen Rezidiv Therapie ebenfalls verabreicht
werden (6). Hierflr sind die PARP-Inhibitoren Niraparib, Olaparib und Rucaparib zugelassen,
wobei Rucaparib zuséatzlich als Rezidiv-Monotherapie bei Patientinnen mit BRCA Mutation

eingesetzt werden kann (6, 15).

Bei den platinrefraktaren und platinresistenten Karzinomen wird eine palliative Therapie mit
Fokus auf Symptomkontrolle und den Erhalt der Lebensqualitat der Patientinnen erzielt (1, 6).
Gemal} der S3-Leitlinie wird zur Behandlung dieser Rezidive eine Monochemotherapie mit
pegyliertes liposomales Doxorubicin, Topotecan, Gemcitabin oder Paclitaxel empfohlen (6). Eine
Monotherapie mit Treosulfan ist in diesen Féllen ebenfalls zugelassen (16, 17). Bevacizumab kann
zusammen mit pegyliertem liposomalen Doxorubicin, Topotecan, sowie Paclitaxel, verabreicht
werden, vorausgesetzt es hat keine vorherige anti-VEGF Therapie stattgefunden (6). Insgesamt
zeigen alle wirksamen Zytostatika Ansprechraten von circa 20 % und auch dieselben
progressionsfreien Remissionsdauern, die oft weniger als 10 Wochen betragen (18). AulRerdem
koénnen sie das Gesamtuberleben, das bei platinresistenten Patientinnen ublicherweise weniger als
40 Wochen betrégt, nicht verbessern (18). Das schlechte Ansprechen auf diese Therapien hat zur
Folge, dass viele dieser Ovarialkarzinompatientinnen mit verschiedenen Therapien sukzessiv
behandelt werden (19, 20).

Chemotherapien sind jedoch mit zahlreichen Nebenwirkungen wie z. B. Ubelkeit, Erbrechen,
zunehmender Fatigue, sowie kumulativer und irreversibler Toxizitat behaftet und verhindern
haufig dennoch nicht das Voranschreiten der Erkrankung (19, 20). Gerade da eine Heilung nicht
mehr erzielt werden kann und die Ansprechraten auf die verfligbaren Therapien niedrig sind, steht
der Erhalt der Lebensqualitat im Fokus der Behandlung (6, 20, 21). Es besteht ein hoher klinischer
Bedarf an nebenwirkungsarmen Therapiemdglichkeiten, die zumindest zu einer mittelfristigen

Stabilisierung dieser fortgeschrittenen Karzinomen fiihren (21).
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1.2. Tamoxifen als selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator in der Behandlung
von Tumoren

1.2.1. Tamoxifen Therapie

1.2.1.1. Indikation, Wirkung und Nebenwirkungsprofil

Tamoxifen ist ein gut vertragliches Medikament, das zur Gruppe der selektiven Ostrogenrezeptor-
Modulatoren (SERM) gehort (22-24). SERMs kodnnen abhangig von den Zellen sowohl
agonistisch, als auch antagonistisch auf Ostrogenrezeptoren wirken (22). Tamoxifen zeigt z.B.
eine Ostrogen-agonistische Wirkung auf Endometrium und eine Ostrogen-antagonistische
Wirkung auf Mammagewebe (22). Da es somit dstrogenhemmend beim Mammakarzinom wirkt,
ist Tamoxifen zur adjuvanten und palliativen Therapie des hormonempfindlichen
Mammakarzinoms zugelassen (22). Bei Frauen mit Ostrogenrezeptor-positivem Mammakarzinom
senkt adjuvantes Tamoxifen die jéhrliche Rezidiv Wahrscheinlichkeit um ca. 40% und das
jahrliche Sterberisiko um ca. 30% (25, 26). Es wird in Tablettenform taglich Gber mehrere Jahre
verabreicht (27, 28). Zu den haufigsten Nebenwirkungen einer Tamoxifen Therapie gehdren
Hitzewallungen, Ubelkeit, Exantheme, Knochenschmerzen und teilreversible Sehstorungen (durch
Kataraktbildung, Korneatriibung oder Retinopathie) (22). Im Vergleich zur Chemotherapie hat
Tamoxifen dennoch ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil mit geringerer Toxizitat und besserer

Lebensqualitét der Patientinnen (24).

1.2.1.2. Tamoxifen als Therapie des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms

Ostrogenrezeptoren sind bereits in Ovarialkarzinomen nachgewiesen worden (29, 30). Die
Wirkung von Tamoxifen bei Frauen mit rezidiviertem Ovarialkarzinom, welches nicht auf die
konventionelle Chemotherapie angesprochen hat, wurde bereits in mehreren Studien untersucht
(21). Studien suggerieren, dass der Einsatz von Tamoxifen eine wirksame Behandlung fir Frauen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom sein konnte (21, 31). Zum Beispiel zeigte eine
retrospektive Analyse von Chan et. al. einen klinischen Nutzen von Tamoxifen in 56% der
untersuchten Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom, die Tamoxifen fiir mindestens

2 Monate erhalten hatten (knapp 10% hatten ein vollstdndiges oder ein partielles Ansprechen,

13
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wéhrend 46% der Patientinnen eine Stabilisierung der Erkrankung hatten) (31). In einer Studie von
Karagol et. al. mit 29 Patientinnen mit platinresistentem Ovarialkarzinom zeigte eine zweimal
tagliche Tamoxifen Behandlung mit 20mg Tamoxifen eine vollstdndige Remission, zwei partielle
Remissionen und bei sechs Patientinnen eine Stabilisierung der Erkrankung (32).

Leider gibt es jedoch zum Einsatz von Tamoxifen beim Ovarialkarzinom oft keine
aussagekraftigen Studien (21, 31). Dies liegt unter anderem an den wenigen prospektiven
randomisierten Studien, an der Heterogenitat der Studienpopulationen und den jeweiligen
Vorbehandlungen, an der geringen Patientenanzahl in den jeweiligen Studien, und an der
fehlenden Information iber den ER-Status der meisten Patientinnen aus vergangenen Studien (21,
31). Zudem zeigen sowohl in Studien als auch in der Klinik nur eine kleine Anzahl an Patientinnen
diese positiven Reaktionen auf Tamoxifen (1, 21, 24, 32). Dennoch hat Tamoxifen im Vergleich
zur Chemotherapie eine geringere Toxizitat und sorgt flr eine bessere Lebensqualitat, ohne einen
Unterschied in der Effektivitat der Symptomkontrolle und im Gesamtiberleben (24). Da das Ziel
der Behandlung von Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom darin besteht, den
Fortschritt der Erkrankung zu kontrollieren und dabei gleichzeitig die Lebensqualitét zu erhalten,
ist Tamoxifen weiterhin ein guter Kandidat fir die Behandlung dieser Patientinnen (24, 31, 32).

1.2.2. Endokrine Therapien in der Behandlung des Ovarialkarzinoms

Endokrine Therapien gewinnen in der Therapie des Ovarialkarzinoms wieder an Bedeutung (33,
34). Im Rahmen einer palliativen Therapie kann bei circa 10 % der Ovarialkarzinompatientinnen
eine vorubergehende Klinische Stabilisierung mit wenig bis keine Toxizitat durch Gabe von
Tamoxifen, Aromataseinhibitoren oder Gonadotropin-Releasing-Hormon-(GnRH) Analoga
subcutan erreicht werden (1). In der laufenden MITO32 Studie wird die Wirksamkeit und
Sicherheit von Letrozol bei stark vorbehandelten Patientinnen mit rezidivierendem
Ovarialkarzinom im Vergleich zur Chemotherapie untersucht (33). Zudem wird momentan in der
MATAO Studie untersucht, ob die zusatzliche Gabe von Letrozol zur Standard Erhaltungstherapie
des Ostrogenrezeptor-positiven Ovarialkarzinoms das progressionsfreie  Uberleben der

Patientinnen verlangern kann (34).
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In diesem Zusammenhang hat sich in weiteren gynékologischen Tumoren gezeigt, dass
insbesondere Kombinationstherapien mit endokrinen Therapien die Wirksamkeit der alleinigen
endokrinen Therapien verbessern kann (35-37). Es wurde zum Beispiel Alpelisib in Kombination
mit Fulvestrant zur Behandlung postmenopausaler Frauen und Mannern mit Hormonrezeptor-
positivem, HER2-negativem, lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Mammakarzinom mit
PIK3CA-Mutation im Juli 2020 zugelassen (35, 36). Zudem zeigte die NSGO-PALEO / ENGOT-
EN3 Studie, die vor kurzer Zeit veréffentlicht wurde, in Patientinnen mit Ostrogenrezeptor-
positivem  fortgeschrittenem  Endometriumkarzinom  ein  signifikant  verbessertes
progressionsfreies Uberleben bei den Patientinnen, die mit Letrozol und Palbociclib behandelt
wurden (8.3 Monate), im Vergleich zu den Patientinnen die Letrozol und Placebo erhielten (3
Monate) (37).

Weitere Studien unterstutzen das Bestehen eines moglichen Zusammenspiels zwischen
Ostrogenrezeptor-Signalwege bzw. Tamoxifen und MUC1 in Karzinomzellen (siehe Kapitel 1.5)
(38, 39). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung der kombinierten
Therapie bestehend aus Tamoxifen und dem monoklonalen anti-TA-MUC1 Antikorper
Gatipotuzumab auf Ovarialkarzinomzellen getestet, um zu untersuchen, ob MUCL1 ein fir

Tamoxifen geeignetes Co-Target sein konnte (40).

Zielgerichtete Therapien, wie Gatipotuzumab, sind auch als “Targeted Therapies* bekannt (41).
,Targeted Therapies® gewinnen in der Krebstherapie aufgrund ihrer Spezifitat gegen gezielten
Krebszellen und aufgrund ihrer schonenden Wirkung bzgl. der Toxizitdt gegen die restlichen
Zellen im menschlichen Korper an Bedeutung (41). Zielgerichtete Krebstherapien bestehen
hauptsédchlich aus monoklonalen Antikdrpern oder sogenannte ,,small molecule inhibitors®, die
gezielt gegen spezifische Molekiile auf bestimmten Krebszellen gerichtet sind (41, 42). Diese
Therapien werden h&ufig in Verbindung mit anderen Krebstherapien, z.B. Chemotherapien,
eingesetzt (41-43). Eine Kombinationstherapie aus Tamoxifen und Gatipotuzumab konnte
potenziell die Effektivitat der Tamoxifen Therapie bei Erhalt eines guten Nebenwirkungsprofils
erhdhen (41).
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1.2.3. GPER und ER‘s

Der Ostrogenrezeptor o (ERa), der Ostrogenrezeptor B (ERP) und der G-Protein-gekoppelte
Ostrogenrezeptor (GPER) gehoren zur Ostrogenrezeptorfamilie (44, 45). ERa und ERp sind
Kernrezeptoren und befinden sich hauptsachlich im Zellkern (45). Sie sind Liganden-aktivierte
Transkriptionsfaktoren, die an DNA binden und die Genexpression beeinflussen (44, 45). Diese
Reaktionen treten in einem Zeitraum von Stunden bis Tagen auf (45). Andererseits ist GPER ein
G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der schnelle nicht-genomische Signale innerhalb von Sekunden
bis Minuten nach Zellstimulation aktivieren kann (45). Da GPER ein G-Protein-gekoppelter
Rezeptor ist, erfolgt die Signallbertragung ber heterotrimere G-Proteine, die wiederum zelluldre
Effektormolekile aktivieren (45). GPER befindet sich sowohl intrazelluldar als auch auf der

Plasmamembran und hat sieben Transmembranhelices (44-46).

1.3.  Transmembranprotein Mucinl
1.3.1. Vorkommen und Struktur von MUC1

Mucinl, auch als MUC1 bekannt, gehort zur Gruppe der Mucine (47). Mucine sind stark
glykosylierte Glykoproteine mit hohem Molekulargewicht (47). Sie tragen zum Schutz von
luminalen Epitheloberflachen bei und befinden sich auf den luminalen Epitheloberflachen des
Respirationstrakts, Gastrointestinaltrakts und der Fortpflanzungsorgane (47, 48). Die Mucine
werden in zwei Gruppen unterteilt: Die sezernierten Mucine und die membran-assoziierten Mucine
(47). Zusétzlich zu den zuvor genannten Funktionen beteiligen sich die membran-assoziierten
Mucine auch an der intrazellularen Signalubertragung (47). MUCL1 gehort zur Gruppe der
membran-assoziierten Mucine (47) und ist das am meist untersuchteste Transmembran-Mucin
(49). MUCL1 befindet sich an der apikalen Oberflache von gesunden Epithelzellen und besteht aus
einer N-terminalen (MUCZ1-N) und einer C-terminalen (MUC1-C) Untereinheit, die extrazellular
durch Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind (50). Die extrazellulare MUC1-
N Untereinheit enthalt eine ,variable number tandem repeat® (VNTR) Region, die aus
wiederholten Sequenzen von 20 Aminosduren besteht, wobei die Serin- und Threoninreste
weitgehend O-glycosyliert sind (50, 51). Eine Tandem Repeat Sequenz des MUCL, bestehend aus

20 Aminosduren, ist exemplarisch in Abbildung 2 dargestellt (52). In der nordeuropdischen
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Bevolkerung enthélt die VNTR Region zwischen 20 und 120 von diesen Wiederholungen (53).
Die MUC1-C Untereinheit besteht aus dem Rest der extrazellularen Doméne, der

Transmembrandomane und der zytoplasmatischen Doméne (Cytoplasmic Tail, CT) (50).

T#
D R
P PAPGS*T*APPAHGVT*S*A .
5

1 10 15 20

*  Potenzielle O-Glvkosylierungsstellen

—— Immundominantes Motiv. Die besondere Konformation hangt
von der Anzahl der Wiederholungen {,Repeats’) und der
Anwesenheit oder Abwesenheit eines O-Glvkans an T3 ab.

Abbildung 2: Die ,,PDTRP“ enthaltende Tandem Repeat Sequenz von MUC1 (52)

1.3.2. Tumorgenese und Veranderung der Glykosylierung

Interessanterweise sind transmembrane Mucine wie MUC1 in vielen verschiedenen
Adenokarzinomen, unter anderem das Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Pankreaskarzinom und
Ovarialkarzinom, uberexprimiert oder aberrant exprimiert (49). Die Glykosylierung von MUC1
ist ein komplexer Prozess, der bei der Karzinogenese modifiziert ist und zur Exposition von
Tumor-spezifischen Epitopen auf MUCL fiuhrt (54). In Abbildung 3 sind MUC1 und Tumor-
assoziiertes MUCL (in dieser Abbildung als ,,TA-MUC1* bezeichnet) beispielhaft dargestellt (55).
Auf diesem Tumor-assoziierten MUC1 befindet sich das tumor-spezifische TA-MUC1 Epitop,
welches das immundominante ,,PDTRP Motif* enthilt (52, 56).
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Abbildung 3: Unterschiede in der Struktur und Polaritdt zwischen normalem und tumorassoziiertem MUC1 (55)

1.3.3. Tumorselektivitit von TA-MUC1

TA-MUC1 ist ein Konformationsepitop, das aus der Aminosaurensequenz von ,,...PDTRP...*

besteht, wo das ,,T* (Threonin) mit einem kurzen, nicht-sialierten Glykan O-glykosyliert ist, z.B.
mit GalNAcal- oder Galp1-3GalNAcal- (56, 57). Das ,,PDTRP Motif“ ist exemplarisch in

Abbildung 2 dargestellt (52). Die Konformation des TA-MUC1 Konformationsepitops wird durch

die O-Glykosylierung von Threonin mit den erwéhnten Kohlenhydratantigenen oder verwandten

kurzen Glykanen induziert (56, 58). In einer Studie von Fan et al. wurde die Reaktivitat eines

humanisierten Antikorpers, der spezifisch gegen das TA-MUCL1 Epitop gerichtet ist (Pankomab,

heute unter dem Namen Gatipotuzumab bekannt), in verschiedenen Karzinomen untersucht (59).
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Die Ergebnisse zeigten, dass TA-MUCL in einer Vielzahl von Karzinomen, z.B. im nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzionom (NSCLC), im Mammakarzinom, im Zervixkarzinom und im
Magenkarzinom, mit Hilfe von Gatipotuzumab nachgewiesen werden konnte (59). In einer
weiteren Studie konnte TA-MUC1 mit Hilfe von Gatipotuzumab auch in Ovarialkarzinomgewebe
nachgewiesen werden und es zeigte sich zugleich keine TA-MUCL1 Férbung in gesundem
Ovarialgewebe (58). Gatipotuzumab reagierte insgesamt stark mit Karzinomen aus Driisen- und
Plattenepithelialen, schwach mit hepatozellularen Karzinomen und tiberhaupt nicht mit Sarkomen
(59). Die Bindungsstellen dieses Anti-TA-MUC1 Antikdrpers waren in den Karzinomen nicht nur
apikal, sondern uber die gesamten Zelloberflachen und in der Mehrheit der Zellen auch im

Zytoplasma zu finden (59).

1.3.4. Gatipotuzumab Therapie

Gatipotuzumab, friher als Pankomab-GEX® bekannt, ist ein hochspezifischer Antikorper der
gegen das tumor-assoziierte Epitop TA-MUCL1 gerichtet ist (40). Die Verwendung von
Gatipotuzumab als zielgerichtete Krebstherapie wurde in klinischen Studien untersucht (60, 61).
In einer Phase | Studie mit Patienten mit verschiedenen TA-MUCL positiven Karzinomen wurde
gezeigt, dass Gatipotuzumab gut vertraglich ist und bei 28 von 60 Patienten einen Kklinischen
Nutzen zeigte (60). Diese Patienten hatten alle eine fortgeschrittene metastatische Erkrankung, bei
der vorhandene Standardbehandlungsverfahren schon ausgeschopft waren (60). Bei den
Patientinnen dieser Studie, die ein Ovarialkarzinom (oder NSCLC) hatten, wurde héaufiger eine
Tumorkontrollaktivitdt von Gatipotuzumab beobachtet (60). Diese wurde in acht von funfzehn
Ovarialkarzinompatientinnen und in drei von sieben NSCLC Patienten beobachtet (60). Eine
besonders gute Anti-Tumor Aktivitat wurde bei einer Patientin mit einem mehrfachbehandeltem
Ovarialkarzinom beobachtet (60). In einer Phase Il Studie zeigte Gatipotuzumab jedoch keine
signifikante  Wirkung, als es als Erhaltungstherapie bei TA-MUC1 positiven
Ovarialkarzinompatienten angewendet wurde (61).

Gatipotuzumab wirkt als therapeutischer Antikérper Uber eine Reihe von Antitumor-
Wirkmechanismen. Diese Mechanismen umfassen u. a. antikdrperabhédngige zellvermittelte
Zytotoxizitéat (antibody-dependent cell cytotoxicity, ADCC), antikdrperabhéngige zellvermittelte
Phagozytose (ADCP) und die Induktion von Apoptose (40, 60, 62). In Bezug auf die ADCC und
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ADCP Mechanismen wurde die Glykosylierung von Gatipotuzumab mithilfe von glyco-
engineerten Produktionszelllinien auf der GlycoExpress™-Plattform optimiert, um ein
menschliches Glykosylierungsmuster zu erhalten (40, 60). Dieses humane Glykosylierungsmuster
von Gatipotuzumab 0st eine starkere ADCC- und ADCP-Reaktion aus und verbessert die
Apoptose von TA-MUCL1-exprimierenden Tumorzellen (40, 60). AuBerdem ermdglicht die
schnelle Internalisierung von Gatipotuzumab ein spezifisches Abtoten von TA-MUC1-positiven
Tumorzellen bei Kopplung mit einem Toxin i.R. eines Antikorper-Wirkstoff-Konjugats (ADC)
(62, 63). Im Vergleich zu anderen anti-MUC1-Antikorpern weist Gatipotuzumab eine hohe
Spezifitat und Affinitat auf, und wird von abgestolenem (,,shed”) MUC1 weniger gebunden (62).
Diese Eigenschaften, zusatzlich zu den wirksamen Antitumor-Mechanismen, machen
Gatipotuzumab zu einem vielversprechenden Antikorper fiir den zukunftigen therapeutischen
Einsatz (62).

1.4. MAP-Kinase-Signalweg
1.4.1. Zellulére Signaltransduktion

Der Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) Signalweg wird durch verschiedene extrazellulére
Signale, z.B. von der Zelloberflache oder der Zellumgebung, aktiviert (64, 65). In den MAPK-
Signalwegen werden zahlreiche Proteine phosphoryliert, einschliellich Transkriptionsfaktoren,
Zytoskelettproteine, Kinasen und Enzyme (64-66). Somit regulieren diese Signalwege die
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose (64-66). Diese MAPK-Signalwege bestehen alle
aus einem Kern von 3 Proteinkinasen (MAPKKK, MAPKK und MAPK), die nacheinander durch
Phosphorylierung aktiviert werden (65, 66).

1.4.2. Rolle des MAPK/ERK-Signalwegs bei der Tumorentstehung

Eine Dysregulation des MAPK-Signalweges spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung
in einer Vielzahl von Krebsarten (67, 68). Eine abnormale MAPK-Signallbertragung kann z.B. zu
einer unkontrollierten Zellproliferation und Apoptoseresistenz fiihren (67). Daher sind diese
Signalwege ein potenzielles therapeutisches Ziel fiir die Krebsbehandlung (68). Von den MAPK-
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Signalwegen ist der MAPK/ERK der am héufigsten fehlregulierte Signalweg bei menschlichen
Krebserkrankungen (68). Dieser Signalweg kann auf verschiedene Weisen aktiviert werden, unter
anderem Uber die Rezeptor Tyrosinkinase und G-Protein-gekoppelte Rezeptor (GPCR)
Aktivierung (66, 69). EGFR (epidermal growth factor receptor) ist ein Beispiel fur eine Rezeptor
Tyrosinkinase, die den MAPK/ERK-Signalweg aktiviert (70). In dieser Arbeit wurde untersucht,
ob die Stimulation des Ostrogenrezeptors GPER in high-grade serdsen Ovarialkarzinomzellen den

MAPK-Signalweg in diesen Zellen aktiviert.

1.5. Interaktionen zwischen Ostrogenrezeptoren und MUC1

Es wurde bereits gezeigt, dass anti-MUC1 Antikérper auch MUCL intrazellulére Signalwege
aktivieren kénnen (71). Studien unterstlitzen das Bestehen eines moglichen Zusammenspiels
zwischen MUC1- und Ostrogenrezeptor-Signalwege in Karzinomzellen (38, 39). Es wurde z.B.
bei Patienten mit dstrogenrezeptor-positivem, metastasierten Mammakarzinom festgestellt, dass
ein therapeutischer Krebsimpfstoff, welcher u.a. auf das MUCL1 zielt, das Ansprechen auf eine
endokrine Therapie verbesserte (38). Des Weiteren wurde auch gezeigt, dass MUCL eine
Tamoxifen-Resistenz beim Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom induzieren kann (39).
Zudem wurde bereits eine positive Korrelation von TA-MUCL1 Expression mit der Expression der
Ostrogenrezeptoren ERo. und GPER im Ovarialkarzinomgewebe festgestellt (72). In der
vorliegenden Arbeit wurde unter anderem der Effekt der Kostimulation von GPER und TA-MUC1
auf die Viabilitdt von Ovarialkarzinomzelllinien untersucht und ob das gegen TA-MUC1
gerichtete Gatipotuzumab die Wirksamkeit von Tamoxifen in Ovarialkarzinomzellen beeinflusst
(oder umgekehrt). Flr die Untersuchungen mit Tamoxifen wurde der aktive Metabolit 4-

Hydroxytamoxifen verwendet.
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1.6. Zielsetzung

Die derzeitigen Chemotherapien sind nicht ausreichend effektiv in der Behandlung von
Patientinnen mit fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen und viele dieser Patientinnen werden daher
mit verschiedenen Therapien sukzessiv behandelt (19, 20). Diese Therapien sind mit kumulativen
und irreversiblen Nebenwirkungen bei trotzdem voranschreitender Erkrankung behaftet (19, 20).
Aus diesem Grund besteht ein grol3er Bedarf an neuen, nebenwirkungsarmen Medikamenten, die
zumindest zu einer Stabilisierung von fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen, die nicht auf

herkdmmliche Therapien ansprechen, fihren (21).

Obwohl nur eine kleine Anzahl an Ovarialkarzinompatientinnen auf eine Tamoxifen Therapie
ansprechen, hat Tamoxifen im Vergleich zur Chemotherapie eine geringere Toxizitat und sorgt fur
eine bessere Lebensqualitdt, ohne in der Effektivitdit der Symptomkontrolle und im
Gesamtiberleben unterlegen zu sein (1, 21, 24, 32). In dieser Arbeit wird untersucht, ob eine
Kombinationstherapie mit Tamoxifen das Ansprechen auf die Therapie erhéhen kann. Im
Mammakarzinom wurde bereits gezeigt, dass Kombinationspartner das Ansprechen auf eine
endokrine Therapie verbessern konnte (38). Da MUC1- und Ostrogenrezeptor-Signalwege in
Karzinomzellen moglicherweise interagieren, wird untersucht, ob durch die Kostimulation von
Ovarialkarzinomzellen mit Tamoxifen und Gatipotuzumab eine Interaktion in Form einer
gegenseitigen Wirkungsverstarkung entstent und, ob diese Therapien potenziell als
Kombinationstherapie in der Behandlung des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms eingesetzt
werden konnten (38, 39, 73, 74).
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2. Material

2.1. Reagenzien und LOsungen

Bezeichnung

Quelle

AB Serum

Biorad medical diagnostics GmbH, Hercules, CA,
USA

Aceton

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Antikorper R-actin, Mouse 1gG, monoklonal

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Antikdrper Gatipotuzumab, Mouse 1gG1, Kappa,
monoklonal, humanisiert

Glycotope, Berlin, DE

Antikdrper Goat-Anti-Human 1gG + IgM
biotinyliert

Dianova, Hamburg, DE

Antikdrper Goat-Anti-Mouse IgM biotinyliert

LINARIS Biologische Produkte GmbH,
Dossenheim, DE

Antikorper Goat-anti-Maus 1gG, Cy3

Dianova, Hamburg, DE

Antikorper Goat-anti-Rabbit 1gG, Cy2

Dianova, Hamburg, DE

Antikorper Goat-anti-Rabbit 1gG, Cy3

Dianova, Hamburg, DE

Antikorper GPER, Rabbit IgG, polyklonal

Lifespan Biosciences, Seattle, WA, USA

Antikdrper normal Rabbit Ig

Biogenex, Fremont, CA, USA

Antikorper CREB, Rabbit mAb

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Antikorper E-Cadherin, Mouse 1gG1

Calbiochem, San Diego, CA, USA

Antikoérper MAPK (ERK 1/2), Rabbit mAb

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Antikdrper Phospho-CREB, Rabbit mAb

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Antikorper Phospho-MAPK (ERK 1/2), Rabbit
mAb

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA

Agua dest.

B. Braun, Melsungen, DE

Aguatex ® Eindeckmedium

Merck, Darmstadt, DE

BCIP/NBT-Chromogen-Substrat Ldsung

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Blotpuffer (Tris/Glycine Puffer)

Bio-Rad, Miinchen, DE
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Bradford-Reagenz, Protein Assay Farbstoff-
Konzentrat

Bio-Rad, Miinchen, DE

Bradford Standard, Protein Assay Standard Il

Bio-Rad, Miinchen, DE

Cell Culture Freezing Medium

Gibco ®, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Cell Culture Freezing Medium

Roche, Mannheim, DE

Citronensaure, 0,1M (Merck #244)

Merck, Darmstadt, DE

DMSO

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

25x dNTP Mix (100mM)

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Dulbeccos MEM (DMEM) (3.7g/L NaHCOs3, w
4.5g/L D-Glucose, w stable glutamine, Na-
pyruvate, low endotoxin)

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Ethanol

Apotheke GroRhadern, LMU, Minchen, DE

Fetales Kalberserum (FBS Superior, FCS)

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Forskolin

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Gl

Tocris Bioscience, Bristol, EN

Gatipotuzumab

Glycotope, Berlin, DE

G-Protein Coupled Estrogen Receptor 1
(Hs00173506_m1)

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) (Hs99999905_m1)

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)

Biochrom, Berlin, DE

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Laufpuffer (Tris/Glycine/SDS Puffer)

Bio-Rad, Miinchen, DE

Membrane De-salting Buffer (MDB)

Macherey-Nagel, Duren, DE

Methanol

Apotheke GroRhadern, LMU, Minchen, DE

Methanol for Analysis

Merck, Darmstadt, DE

Milchpulver

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Multiscribe™ Reverse Transkriptase

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Mycoplasmen Test Kit |1

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Nuklease-freies Wasser

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

NucleoSpin ® RNA 11 Kit

Macherey-Nagel, Diren, DE

Oligo dT Primer

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

24




MATERIAL

PBS Dulbecco w/o Ca?* w/o Mg?*, low endotoxin

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Precast Gel Mini-Protean TGX

Bio-Rad, Miinchen, DE

Protein Standard (Page Ruler Pre-stained Protein
Ladder)

Fermentas, Waltham, MA, USA

RAL, RA2, RA3 Puffer

Macherey-Nagel, Diren, DE

Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (RIPA
Puffer)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

rDNAse

Macherey-Nagel, Dirren, DE

Reaction Buffer fir rDNAse

Macherey-Nagel, Diren, DE

RNAsefreies Wasser

Macherey-Nagel, Duren, DE

RNAse Inhibitor

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Roti-Load 1 4x Konzentrat Probenpuffer

Roth, Karlsruhe, DE

10x RT Puffer

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Saures Hamalaun nach Mayer

Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, DE

Streptavidin, Cy 2 konjugiert

Dianova, Hamburg, DE

Substrat Chromogen
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)

Dako, Glostrup, Dédnemark

Tamoxifen, 4-Hydroxy-, (Z)-

Calbiochem, San Diego, CA, USA

TagMan® Fast Universal PCR Master Mix 2x

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

TBS

Apotheke GroRhadern, LMU, Minchen, DE

Trypan Blue Solution (0,4 %)

Sigma Life Sciences, St. Louis, MO, USA

Trypsin/EDTA Losung, 0,05 %/0,02 %

Biochrom GmbH, Berlin, DE

Tween 20

Sigma Life Sciences, St. Louis, MO, USA

Ultra V Block

LabVision, Fremont, CA, USA

Vectashield Eindeckmedium mit 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Vectastain ABC-AmP Rabbit 1gG-Kit

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Vectastain Elite Mouse 1gG Kit

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Vectastain Elite Rabbit 1gG Kit

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Verdiinnungsmedium

Dako, Glostrup, DK

Wasserstoffperoxid (H20.), 30 %

VWR International, Radnor, PA, USA
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2.2. Zelllinien
Bezeichnung Quelle
European Collection of Authenticated Cell
covsis Cultures (ECACC), Salisbury, UK
OV-90 American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, VA, USA
i American Type Culture Collection (ATCC),
OVCAR-3 Manassas, VA, USA
American Type Culture Collection (ATCC),
5KOV-3 Manassas, VA, USA
FUOV-1 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Germany
American Type Culture Collection (ATCC),
TOV112D Manassas, VA, USA
American Type Culture Collection (ATCC),
SW626 Manassas, VA, USA
American Type Culture Collection (ATCC),
UWB1289 Manassas, VA, USA
ES-2 American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, VA, USA
2.3. Gewebe

Formalin-fixiertes, in Paraffin eingebettetes (FFPE) Ovarialkarzinomgewebe vom
histopathologischen Archiv der Klinik und Poliklinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (LMU Minchen) wurde bereits in der Vergangenheit
auf GPER gefarbt und einem IRS Score zugeordnet (75). Die Daten hierzu wurden bereits in der
Publikation “The G-Protein Coupled Estrogen Receptor (GPER/GPR30) is a Gonadotropin
Receptor Dependent Positive Prognosticator in Ovarian Carcinoma Patients“ von S. Heublein et
al. (2013) veroffentlicht (75). Daraufhin wurde von Frau PD Dr. Dr. S. Heublein die subzellulare

Lokalisation des GPERs bei allen Schnitten mit einem IRS > 1 beurteilt.

26



MATERIAL

Die Daten zu den histologischen Subtypen, FIGO Stadien und pTNM Kilassifikationen wurden
retrospektiv aus pathologischen Berichten, sowie aus dem Tumorregister Minchen erhalten. Das
Gewebe stammte von Patientinnen, die aufgrund eines Ovarialkarzinoms zwischen 1990 — 2002
operiert wurden. Frauen mit benignen Tumoren und Borderline-Tumoren wurden von diesem
Kollektiv ausgeschlossen. Die oben genannten Daten wurden zur Auswertung der subzelluldren
Lokalisation von GPER im Tumorgewebe in Bezug auf die histologischen Subtypen,

Gesamtuberleben, sowie FIGO und pTNM Kilassifikation verwendet.

2.4. Verwendete Gerate

Bezeichnung Quelle

Brutschrank, 37°C, 5 % CO: Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Color Video camera, JVC JVC, Yokohama, Japan

7500 Fast Real-Time PCR Gerét Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Fluoreszenzmikroskop Axioskop Carl Zeiss Microscopy, Jena, DE

Gefrierschrank, -20°C Siemens, Miinchen, DE

Gefrierschrank, -80°C Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Kihlschrank, 4°C Siemens, Minchen, DE

Lichtmikroskop Diaplan Leica Microsystems, Wetzlar, DE

Mastercycler® Gradient Eppendorf, Hamburg, DE

Mini Protean 3 System Bestandteile

Bio-Rad, Miinchen, DE

MRX Microplate Reader

DYNEX Technologies, Chantilly, VA, USA

Nanophotometer™ (RNA Extraktion)

Implen, Minchen, DE

Ruttler

Edmund Biihler, Hechingen, DE

Spektralphotometer Ultrospec 3100 pro

GE Healthcare, Buckinghamshire, E

Sterile Sicherheitswerkbank

Kendro Laboratory Products GmbH, Sorvall
heraeus, Hanau, DE
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Tischzentrifuge Minispin

Eppendorf, Hamburg, DE

Vortex, Genie 2

Bender und Hobein, Zirich, CH

Warmeschrank Binder, Tuttlingen, DE
Wasserbad geEseIIschaft fiir Labortechnik (GFL), Burgwedel,
Zentrifuge Hermle Labortechnik, Wehingen, DE

2.5. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Quelle

Adhesive Cover

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Dako Pen

Dako, Glostrup, DK

Deckglaser

Menzel-Gléser, Braunschweig, DE

Easypet Pipettierhilfe

Eppendorf, Hamburg, DE

Eppendorf Reaktionsgefalie,
1,5mL und 2 mL

Eppendorf, Hamburg, DE

Falcon Réhrchen, 15 mL

Corning Inc., Corning, NY, USA

Falcons, 50 mL

Sarstedt, Nimbrecht, DE

KIMTECH Brand Absorbent Towels

Kimberly Clark Professional, United Kingdom

Kryoréhrchen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch,
Oldendorf, DE

Kivette (Halb-Mikro-Kvette 10 x 4
X 45 mm)

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Mini Trans-Blot Filterpapier

Bio-Rad, Miinchen, DE

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE

NucleoSpin-Filter fir RNA-
Extraktion

Macherey-Nagel, Diiren, DE

NucleoSpin® RNAII Saule for
RNA-Extraktion

Macherey-Nagel, Diiren, DE

Objekttrager Superfrost ®

Menzel-Gléser, Braunschweig, DE
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PCR Eppendorf Reaktionsgefalie

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettenspitzen epT.I.P.S.®
0,1-5mL

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettenspitzen 100 pL und 1250 pL

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Pipettenspitzen, SurPhob Spitzen,
10 uL

Biozym Scientific GmbH, Hessisch,
Oldendorf, DE

Polyvinylidene Fluoride Membran
(PVDE- Membran)

Roth, Karlsruhe, DE

QuadriPERM, 4-Well Platten

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sammelgefal fur RNA-Extraktion

Macherey-Nagel, Duren, DE

Serologishe Pipetten fir Easypet 2
mL, 5mL, 10 mL, 25 mL

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Well Platten, 24-Well-Platten

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Well Platten, 96-Well-Platten

Becton Dickinson (BD), Franklin Lakes,
NJ, USA

Zellkulturflasche, T175 cm? und T75
cm?

Corning Inc., Corning, NY, USA

Zellscraper

Sarstedt, Nimbrecht, DE

2.6. Software

Bezeichnung

Quelle

Revelation Software Version 4.25

DYNEX Technologies, Chantilly, VA, USA

Microsoft Excel

Redmond, WA, USA

und 25

IBM Statistikprogramm SPSS Version 22

IBM, Armonk, NY, USA

Zeiss Axio Vision Rel. 4.8

Carl Zeiss Microscopy, Jena, DE
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3. Methoden

3.1. Immunzytochemische Farbung von GPER und TA-MUCL1

Die Immunzytochemie Methode wurde angewendet, um die Expression von GPER und TA-
MUCL1 in Ovarialkarzinomzellen nachzuweisen. Diese Methode beruht auf der Detektion der
beiden Proteine anhand der ABC-Methode ((Strept-)Avidin-Biotin-Komplex). Avidin ist ein
Glykoprotein, das eine Affinitét, sowie auch vier Bindungsstellen fur Biotin hat (76). Biotin ist ein
wasserlosliches Vitamin (76). In dieser Methode wird jedoch anstatt Avidin, das reinere Produkt
Streptavidin verwendet, da Avidin zu unspezifischen Reaktionen fiihren kann (76). Zu Beginn der
ABC-Methode wird ein biotinylierter Sekundarantikorper (ein Brickenantikorper) auf das
Gewebe gegeben, der an die Antigen-markierenden Priméarantikorper bindet (76). Das Streptavidin
vom vorbereiteten ABC-Komplex bindet daraufhin mit der freien Bindungsstelle an das Biotin am
Sekundarantikorper (76). Das ABC-Komplex besteht aus Streptavidin, das an den Bindungsstellen
mit einem biotinyliertem Enzym, Peroxidase, gekoppelt ist (76). Die Peroxidase im ABC-
Komplex spielt in den weiteren Detektionsschritten eine Rolle, indem es ein Chromogen, wie 3-
Amino-9-ethylcarbazol (AEC), in ein farbiges Endprodukt umsetzt (76).

\ $ § (Strept-) Avidin-
\ x*.‘) $®>  Biotin- Enzymkomplex

Briickenantikorper,

biotinyliert
) k Primdrantikorper $ + x (...)%(_._)
/ \ Biotinyliertes  (Strept-) (Strept-) Avidin

Enzym Avidin Biotin-

Antl en
9 Enzymkomplex

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Methode (ABC-Methode) mit Primarantikorper,
biotinyliertem Briickenantikérper und ABC-Komplex (58).

Fir den Nachweis von GPER i.R. der Validierung des in-vitro Modells, sowie fur den Nachweis
und Vergleich der subzelluléren Lokalisationen von GPER und TA-MUCL1, wurden sowohl Zellen
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in  Kultur als auch bereits auf Objekttrager eingefrorene Zellen verwendet. Pro
Ovarialkarzinomzelllinie wurden eine Million Zellen auf Objekttrager in einer 4-Well-Platte

ausgesat und uber 48h im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Die Objekttrager wurden mit PBS gewaschen und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in 50 %
Methanol — 50 % Ethanol (GPER Farbung) bzw. 5 Minuten in Aceton (TA-MUC1 Féarbung)
fixiert. Nachdem die Zellen in Raumluft getrocknet waren, wurde mit einem Dako-Pen ein Kreis
um ein Areal mit Zellen des Objekttragers gezogen. Dieser eingekreiste Bereich wurde daraufhin
fur die weiteren Farbungsschritte verwendet. Die Objekttrager mit Zellen wurden mit PBS ein

weiteres Mal gewaschen und mit folgendem Blockierungsserum inkubiert (siehe Tabelle 1).

Farbung Blockierungsserum Inkubationszeit

GPER Zlegen_ Blockierungsserum aus dem Vectastain Elite rabbit- 20 Minuten
1gG-Kit

TA-MUCL IIDJgr_dKIi?;Iocklerungsserum aus dem Vectastain Elite mouse 3 Minuten

Tabelle 1: Blockierungsserum fiir die Immunzytochemie

Das Blockierungsserum wurde danach abgeklopft. AnschlieRend wurden die Zellen mit den
entsprechenden Primarantikorpern in einer Feuchtkammer inkubiert (siehe Tabelle 2). Alle

Inkubationsschritte fanden in einer Feuchtkammer statt, um ein Austrocknen zu vermeiden.

Priméarantikorper Verdunnung Inkubation
GPER Rabbit IgG. polyclonal 1:300 in Dako s

. o " : 16h bei 4°C
Lifespan Biosciences Verdunnungsmedium
hPankomab (Mouse 1gG1 kappa . . 1h bei
monoklonal;humanisiert), Glycotope 1:200in PBS Raumtemperatur

Tabelle 2: Primarantikorper fiir die Inmunzytochemie

Die Objekttrager wurden fir die GPER Farbung mit PBS und fur die TA-MUC1 Féarbung mit
PBS/Brij gewaschen. Im né&chsten Schritt wurden die Zellen mit folgenden Sekundérantikdrpern
inkubiert (siehe Tabelle 3).
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Sekundarantikorper Verdunnung Inkubation

Biotinylierter Sekundarantikdrper des Vectastain-ABC-

Elite Kits (Ziegen Normalserum, Anti-rabbit-1gG, - 30 Minuten bei

10 mL PBS) Raumtemperatur

Goat-Anti-Human I1gG + IgM biotinyliert (Dianova, | ,. 30 Minuten bei
1:250

Hamburg, DE) Raumtemperatur

Tabelle 3: Sekundarantikorper fiir die Immunzytochemie

Daraufhin wurden die Objekttrdger mit Zellen mit PBS gewaschen, fur 30 Minuten mit dem ABC-
Komplex vom Vectastain-Elite-Kit inkubiert, und anschlieRend erneut mit PBS gewaschen. Als
néchstes wurden die Zellen, auf die das GPER Rabbit IgG Primarantikdrper aufgetragen wurde,
3-5 Min mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen, auf die
das hPankomab Primérantikdrper aufgetragen wurde, wurden 10 Min mit AEC inkubiert. Wahrend
der Inkubation mit AEC wurde der Farbumschlag bei den Zellen unter dem Lichtmikroskop
beobachtet. Sobald eine ausreichende rot-braune Farbung der Zellen beobachtet wurde, wurden
die Zellen in Aqua dest. gespult, um die rot-braune Farbreaktion zu stoppen. Danach wurden die
Zellkerne 30 Sekunden mit saurem Hamalaun nach Meyer gegengefarbt. Hdmalaun nach Mayer
ist ein positiv geladener, basischer Farbstoff. In saurem Milieu lagert sich dieser Farbstoff an
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA im Zellkern. Die Objekttrager wurden anschlie3end
3 Minuten mit Leitungswasser gespllt, was zu einer Blaufarbung der Zellkerne fiihrte. Nachdem

die Objekttrager mit Aqua dest. gespuilt wurden, wurden diese mit Aquatex eingedeckt.

Die Expression von GPER und TA-MUCL1 in den Ovarialkarzinomzellen wurde durch ein
Lichtmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, DE) beurteilt. Mit Hilfe einer digitalen Kamera
(JVC, Yokohama, Japan) wurden Aufnahmen gemacht.

3.2. Zellkultur
3.2.1. Allgemeine Voraussetzungen

Die Zellen wurden im Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), das mit 10 % fetalem
Kélberserum (FCS) erganzt wurde, kultiviert und in T75 (oder T175) Flaschen aufbewahrt. Das

DMEM wurde im Kihlschrank bei 4°C gelagert. Die Zellkulturflaschen wurden in einer feuchten

32



METHODEN

Umgebung im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO. aufbewahrt. Sie wurden stets unter sterilen

Bedingungen versorgt und regelméRig auf Mycoplasmen Kontamination gepruft.

3.2.2. Zellkulturtechnik

Die Zellkultivierung wurde an einer sterilen Werkbank (Kendro Laboratory Products GmbH,
Sorvall heraeus, Hanau, DE) durchgefuhrt. RegelméRig wurde das Medium ausgewechselt, indem
12 mL (24 mL bei T175 Flaschen) verbrauchtes Medium abpipettiert wurde und mit 12 mL bzw.
24 mL neuem, im Warmeschrank bei 37°C aufgewdarmtem Medium, ausgetauscht wurde. Die
Zellpassagierung erfolgte ein Mal pro Woche bzw. abhangig vom Zellwachstum, sobald sich auf
dem Boden der Flasche ein unter einem Lichtmikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, DE)
sichtbares Monolayer von Zellen gebildet hatte. Durch das Passagieren wurde das Absterben der

Zellen verhindert.

Zu Beginn der Passagierung wurde das verbrauchte Medium abpipettiert. Die Zellen wurden mit
6 mL (8 mL bei den T175 Flaschen) Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) gespilt, um das
restliche FCS auszuwaschen, da sonst die Wirkung von Trypsin im nachsten Schritt gehemmt wird.
Das PBS wurde nach dem Spiilen verworfen. Es wurden anschlieBend 2 mL (3 mL bei den T175
Flaschen) Trypsinlosung in die Flaschen mit den Zellen gegeben. Diese Flaschen wurden
anschlieRend fur 8 bis 15 Minuten im Inkubator bei 37°C inkubiert. Mit dem Trypsin konnte das
aus Zellen bestehende Monolayer vom Boden der Flaschen geldst werden. Danach wurden die
Flaschen vom Inkubator entnommen und, falls die Zellen noch nicht vollstandig vom
Flaschenboden gelGst worden waren, einen Zellscraper verwendet, um diese zu lésen. Es wurden
darauthin 8 mL (12 mL bei den T175 Flaschen) DMEM/FCS zu den Trypsinldsungen in die
Flaschen gegeben, um mit Hilfe des FCS die Wirkung von Trypsin anzuhalten. Die
Zellsuspensionen in den Flaschen wurden gemischt und anschlieBend in 50 mL Falkons pipettiert.
Zwischendurch wurden circa 100 pL der Zellsuspensionen in 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgeféale
fur die Zellzdhlung pipettiert. Die Falkons wurden daraufhin in einer Zentrifuge platziert und bei

1.000 UpM, Raumtemperatur und Bremse 2 flr 5 Minuten zentrifugiert.

Wahrend die Zentrifugation lief, wurde die Zellz&hlung durchgefiihrt. Zum Z&hlen wurden fir jede
Zelllinie 25 pL Zellsuspension aus den Reaktionsgefalien mit jeweils 50 pL PBS und 25 pL
Trypanblau gemischt. Diese Losungen wurden nacheinander auf eine Zahlkammer pipettiert, die
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anschlieRend unter dem Lichtmikroskop platziert wurde. Daraufhin wurden die Zellen in allen vier
Quadranten gezahlt. Die Summe der Zellen aus allen Quadranten wurde mit 10 mL Zellsuspension
(15 mL, bei den Zellsuspensionen von den T175 Flaschen) und dem Faktor 10* (dieser Faktor
ergibt sich aus den MaRen der Z&hlkammer) multipliziert, um die Gesamtzahl der Zellen in der

10 mL (bzw. 15 mL) Zellsuspension im Falkon zu berechnen.

Der Uberstand aus den fertig zentrifugierten Falkons wurde abpipettiert und das Pellet in
DMEMY/FCS erneut zu einer Konzentration von 1 Million Zellen/ mL suspendiert. Von jedem
Falkon wurde abhdngig vom Zellwachstum eine bestimmte Menge an Zellsuspension in die
zustandigen Flaschen wieder gefullt. Daraufhin wurde ausreichend Medium dazugegeben, sodass
die Flaschen wieder insgesamt 12 mL (15 mL bei T175 Flaschen) beinhalteten. Die Flaschen

wurden daraufhin geschwenkt und schlieBlich zuriick im Brutschrank platziert.

3.2.3. Einfrieren und Auftauen der Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurde das Einfriermedium mit DMSO zuerst im Kiihlschrank bei 4°C
zum Auftauen gelagert. Trypsin, PBS Dulbecco und DMEM/FCS wurden im Warmeschrank auf
37°C aufgewarmt. Nach diesen Schritten erfolge die Trypsinierung und Zellz&hlung analog der
Beschreibung im vorherigen Abschnitt ,,Zellkulturtechnik®. Nachdem das Falkon mit den Zellen
fiir 5 Minuten bei 1.000 UpM zentrifugiert und der DMEM/FCS Uberstand abpipettiert wurde,
wurden 10 mL PBS auf das Zellpellet gegeben und die Zentrifugation wiederholt.

Das im Einfriermedium enthaltende kryoprotektive DMSO reduziert das Risiko einer
Eiskristallbildung wéhrend des Einfriervorgangs, die die Zellen beschédigen und zum Zelltod
fihren kénnte (77). Allerdings wirkt das DMSO bei Wérme zellschadigend (78). Aus diesem
Grund wurden die folgenden Schritte rapide und stets auf Eis durchgefuhrt. Das PBS wurde
abpipettiert und daraufhin wurde ausreichend Einfriermedium auf das Zellpellet im Falkon
dazugegeben um eine Konzentration von 5 Millionen Zellen/mL zu erreichen. Nach Mischen
wurde jeweils 1 mL Zellsuspension in jedes Kryoréhrchen (auf Eis) geflllt. Die Kryordhrchen
wurden anschlieRend in einer Einfrierbox platziert und Ubernacht in einem -80°C Gefrierschrank
gelagert. Auf diese Weise wurden die Zellen vorab unterkiihlt, bevor diese am folgenden Tag in

einem Stickstofftank gelagert wurden.
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Vor dem Auftauen der Zellen wurde das Wasserbad auf 37°C geheizt und eine Flasche
DMEM/FCS im Warmeschrank bei 37°C aufgewéarmt. Nach dem Aufwarmen des DMEM/FCS
Mediums, wurden jeweils 10 mL davon in die Falkons pipettiert. Die Kryoréhrchen mit Zellen
wurden anschlielend aus dem Stickstofftank entnommen und mit 70 % Ethanol abgewischt. Direkt
im Anschluss wurden die Zellen kurz im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die aufgetauten Zellen
wurden daraufhin sofort in die vorbereiteten Falkons mit 10 mL DMEM/FCS (bertragen. Dieser
Schritt musste schnell durchgefiihrt werden, da das Einfriermedium mit DMSO bei Warme die
Zellen beschadigt. Bei zligiger Ubertragung der aufgetauten Zellen in das DMEM/FCS konnte die
Wirkung vom DMSO durch das Medium neutralisiert werden. Die Falkons wurden anschlieRend
bei 1.000 UpM fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden daraufhin abpipettiert und die
Zellpellets jeweils in 12 mL DMEM/FCS erneut suspendiert. Zuletzt wurde die Suspension in T75
Flaschen Gberfiihrt und diese Flaschen in den Brutschrank getan.

3.3. Nachweis von GPER auf mRNA-Ebene

Die Untersuchung zum Nachweis von GPER auf mRNA-Ebene bestand aus drei Hauptschritten.
Mit Hilfe des NucleoSpin® RNAII Kits (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) wurde zuerst das
RNA von den Ovarialkarzinomzellen gewonnen. Mithilfe des High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) wurde das instabile RNA durch
reverse Transkription in eine stabilere cDNA umgewandelt. Als dritter Schritt wurde die
guantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR) durchgefuhrt, um die relative Quantifizierung der

Genexpression zu ermoglichen.

3.3.1. Gewinnung der RNA

In dieser Untersuchung wurde RNA von OVCAR-3, SKOV-3 und FuOv-1 Zellen gewonnen.
Jeweils eine Million Zellen wurden in einem Eppendorf Reaktionsgefal? finf Minuten bei 1.000
UpM zentrifugiert und der Uberstand abgezogen. Danach wurden 350 pL RA1 Lysis Puffer auf
die Zellen pipettiert um die Zellen zu lysieren. Das Zelllysat wurde in einem Sammelgefal mit
NucleoSpin-Filter tberfiihrt, welcher dann eine Minute bei 1.280 UpM zentrifugiert wurde, um

das Zelllysat zu filtern. Nachdem der NucleoSpin-Filter verworfen wurde, wurden
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350 pL 70 % Ethanol auf das Lysat gegeben und vermischt, dieses Lysat auf die NucleoSpin RNA
I1 Séule im ReaktionsgefaR pipettiert, und 30 Sekunden bei 11.000g zentrifugiert. In diesem Schritt
wurde die RNA an die Membran gebunden. Als nachster Schritt wurde die Silica Membran
entsalzt, um die Effektivitat des rDNAse Verdaus im ndchsten Schritt zu steigern. Hierbei wurde
die Sédule in ein neues Sammelgefal eingesetzt, 350 uL. Membrane Desalting Buffer (MDB) auf
die Saule pipettiert, und das SammelgefalR mit Sdule flr eine Minute bei 110009 zentrifugiert, um
die Membran zu trocknen. Anschlielend wurden fiir den DNA-Verdau 95 pL eines DNAse Mixes
auf die Silica Membran der Saule gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Flr
jede Isolation wurden 10 pL rekonstituierte rDNAse mit 90 uL Reaktionspuffer vermischt, um den
DNAse Mix herzurichten. Danach wurden drei Waschschritte durchgefiihrt. Im ersten
Waschschritt wurden 200 uL RA2 Puffer auf die NucleoSpin RNA 11 Saule gegeben, die dann fiir
30 Sekunden bei 11.000g zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde die Sdule in ein neues
Sammelgefal} getan. Im zweiten Waschschritt wurden 600 pL RA3 Puffer auf die NucleoSpin
RNA |l Sdule gegeben und 30 Sekunden bei 11.000g zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde
verworfen und die S&ule zurtick in das Sammelgefal gesteckt. Im dritten Waschschritt wurde die
Silica Membran gewaschen und getrocknet. Hierbei wurden 250 pL RA3 Puffer auf die
NucleoSpin Séule gegeben, die zwei Minuten bei 11.000g zentrifugiert wurde, um die Membran
zu trocknen. Die Séule wurde anschlieBend in ein Nuklease-freies 1,5 mL
Mikrozentrifugenrohrchen gesteckt. Im letzten Schritt der RNA Extraktion, wurden 40 pL RNAse-
freies Wasser auf die S&ule pipettiert und eine Minute bei 11.000g zentrifugiert, um die RNA zu
eluieren. Die Mikrozentrifugenréhrchen wurden bei -80°C eingefroren. Die relative
Quantifizierung der gewonnenen RNA wurde mithilfe eines NanoPhotometers anhand einer

photometrischen Messung gemessen.

3.3.2. Reverse Transkription

Nachdem die RNA aus den Zellen gewonnen wurde, wurde diese mit Hilfe der Reverse
Transkription in eine stabilere cODNA umgewandelt. Hierfiir wurde das High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt, DE) verwendet.

Bis auf die Reverse Transkriptase wurden alle Kitkomponenten aufgetaut, zehn Sekunden
zentrifugiert, und in einem Eisblock kuhl gestellt. Zundchst wurde der 2xRT-Mastermix
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hergestellt, der aus den folgenden Komponenten bestand:

Komponente Volumen in pL (fiir eine Probe)
10x RT Puffer 2,0
25x ANTP Mix (100mM) 0,8
Oligo dT Primer 2,0
RNAse Inhibitor 1,0
Nuklease-freies Wasser 3,2
Multiscribe™ reverse Transkriptase 1,0
Insgesamt pro Reaktion 10

Tabelle 4: Komponenten des 2xRT Mastermixes

Das erforderliche 2xRT Mastermix Gesamtvolumen wurde anhand der Anzahl der mRNA-Proben
bestimmt. Fir jede Reaktion wurden jeweils 10 pL der mRNA und 10 pL 2xRT Mastermix in ein
PCR Eppendorf Reaktionsgefal? pipettiert und fir 10 Sekunden bei 11.000g zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die ReaktionsgefdBe in den Eppendorf Mastercycler® Gradienten
(Eppendorf, Hamburg, DE) eingestellt und das Programm gestartet. Die fertige cONA wurde bei
-20°C eingefroren.

3.3.3. Quantitative Real-Time PCR

Bei der quantitativen Real-time PCR (TagMan®-PCR) wurde anhand der Vervielfaltigung eines
cDNA Abschnitts die Menge eines Gens in einer Probe quantifiziert. Die fertige cDNA von der
reversen Transkription wurde denaturiert und es entstanden aus dem doppelstrangigen DNA
folglich DNA-Einzelstrange. Aus den zugegebenen Nukleotidbausteinen wurde eine zu den
Einzelstrangen komplementére DNA-Sequenz gebildet. Diese doppelstrdngigen DNA wurde dann
wieder denaturiert und der VVorgang wiederholt. Der Vorgang wurde 40-mal wiederholt und die
relative  Genexpression wahrend der PCR-Amplifikation wurde mit Hilfe einer

Fluoreszenzmessung bestimmt.
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Der TagMan®-PCR wurde in einer 96-Well-Platte durchgefuhrt. Pro Well wurden 19 pL des in
Tabelle 5 beschriebenen Mastermixes und 1 uL. cDNA pipettiert und gemischt. Fir die Kontrolle
wurde anstatt 1 pL cDNA, 1 pL Nuklease-freies Wasser in die Welle pipettiert.

Komponente Volumen in pL (pro Probe)
TagMan® Gene Expression Assay; 20x 10
Konz. ’
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix;
10,0
2x Konz
Nuklease-freies Wasser 8,0
Gesamtvolumen 19,0

Tabelle 5: Mastermix fiir die TagMan®-PCR

Anschliefend, um Kontamination zu verhindern, wurde die Platte mit einem Adhesive Cover
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) abgedeckt und zur Auswertung in das Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR Gerat gelegt. Das Gerat wurde gestartet und der VVorgang
dauerte ca. 40 Minuten: Die Temperatur wurde fir 20 Sekunden auf 95°C erhéht und danach
fanden 40 Amplifikationszyklen mit jeweils 3 Sekunden bei 95°C (Denaturierung) und 30
Sekunden bei 60°C statt (Elongation bzw. Amplifikation). Als TagMan® Gene Expression Assay
wurden als Primer G Protein-Coupled Estrogen Receptor 1 (Hs00173506_m1) und GAPDH
(Hs99999905 m1) verwendet. Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) diente als
Housekeeping-Gen (Referenz-Gen) um die relative Quantifizierung der Ziel mRNA zu
ermoglichen. Die relative Expression von GPER wurde mittels der ddCT Methode quantifiziert
(79).
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3.4. Western Blot
3.4.1. Nachweis von GPER auf Proteinebene

3.4.1.1. Gewinnung von Protein Lysat

Als erster Schritt dieser Untersuchung wurde ein Protein Lysat angefertigt. Hierfir wurde pro
Zelllinie (OVCAR-3 und TOV112D bzw. OVCAR-3, SKOV-3 und FuOv-1) eine Zellsuspension
von 2 Millionen Zellen/1 mL in ein Eppendorf ReaktionsgefalR vorbereitet. Diese wurde 5 Minuten
bei 12.000 UpM zentrifugiert und der Uberstand abgezogen. Danach wurde
1 mL PBS zugegeben, das Eppendorf Reaktionsgefal gemischt, und nochmal 5 Minuten bei
12.000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde nochmal abgezogen und 200 pL
Radioimmunoprecipitation Assay Buffer (RIPA-Puffer) auf die Zellen im Eppendorf
Reaktionsgefal gegeben, um die Zellen zu lysieren. Die Zellen wurden auf Eis fiir 30 Minuten mit
dem RIPA-Puffer inkubiert. AnschlieRend wurde das Reaktionsgefa® mit den Zellen und RIPA
Puffer 20 Minuten bei 12.000 UpM zentrifugiert, der Uberstand (das Protein Lysat) in ein neues
Eppendorf ReaktionsgefaR tberfihrt und dieses Gefal bei -80°C eingefroren.

3.4.1.2. Protein Assay nach Bradford

Als néchster Schritt wurde anhand eines Spektralphotometers die Proteinkonzentrationen in den
vorbereiteten Protein Lysaten nach Bradford bestimmt. Zuerst wurde das Bradford Reagenz 1:5
mit Aqua dest. verdinnt und filtriert. Das Protein Lysat wurde ebenfalls 1:5 mit Aqua dest.
verdiinnt. Zur Erstellung einer Standardkurve wurde das Bradford Standard (1,41 mg/mL) wie

folgt verdiinnt:

e 1000 pg/mL =709 pL Standard (unverdiinnt) + 291 uL. Aqua dest.

e 800 pg/mL =400 pL Standardlésung (1000 pg/mL Verdiinnung) + 100 pL Aqua dest.
e 400 pg/mL =200 pL Standardlésung (800 ug/mL Verdiinnung) + 200 uL Aqua dest.
e 200 pg/mL =200 pL Standardlésung (400 ug/mL Verdiinnung) + 200 uL Aqua dest.
e 100 pg/mL =200 pL Standardlésung (200 ug/mL Verdiinnung) + 200 uL Aqua dest.
e 50 pg/mL =200 pL Standardlésung (100 pg/mL Verdiinnung) + 100 pL Aqua dest.
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Die Messungen wurden mit Hilfe eines Spektralphotometers durchgefiihrt, das die Messung bei
einer Wellenlédnge von 595 nm und bei linearer Regression durchfiihrte. Zuerst wurde ein Nullwert,
gefolgt von den o0.g. Standards, gemessen. Danach wurde der Nullwert erneut gemessen, und dann
die Proteinkonzentration in den vorgefertigten Protein Lysaten. Fur die Messungen wurden der
Nullwert, die Standards, und die Protein Lysate wie folgt angesetzt und jeweils 1 mL in eine

Kuvette Gberfihrt:
Nullwert: 1 mL Bradfordreagenz + 20 uLL Aqua dest.
Standards: 1 mL Bradfordreagenz + 20uL vom entsprechenden Standard

Protein Lysat Proben: 1 mL Bradfordreagenz + 20 puL von den entsprechenden Proben

3.4.1.3. Gelelektrophorese

Anhand der Gelelektrophorese wurden die Proteine nach Ladung und GroRe in Proteinbanden
getrennt. Fir jede Gel Well wurden 20 uL Probe vorbereitet. 5 uLL von diesen 20 puL bestanden aus
Probenpuffer, welche der Denaturierung von Proteinen diente. Bevor die angesetzten Proben in
die Wells rein pipettiert wurden, wurden diese fir 5 Minuten bei 95°C im Thermoblock denaturiert
und anschlielRend bei 4°C abgekihlt und zentrifugiert. Anschlielend wurden die Puffer fur die

Gelelektrophorese vorbereitet und das gefertigte Blotpuffer auf Eis gestellt:

e Laufpuffer (Tris/Glycine/SDS Puffer) = 100 mL 10x Laufpuffer + 900 mL Aqua dest.
e Blotpuffer (Tris/Glycine Puffer) = 100 mL Blotpuffer + 200 mL Methanol + 700 mL Aqua
dest.

Die Gele wurden in das Electrode-Assembly eingesetzt. Anschliefend wurde die Electrode-
Assembly mit den Gelen in einen Tank gesetzt, der mit Laufpuffer geftllt wurde. Danach wurden
die Wells mit Proben und dem Standard besttickt. Vom Standard wurden 5 pL in das vorgesehene
Well und von den Proben 18 puL pro Well pipettiert. Diese Blotkammer wurde dann an die
Spannungsquelle angeschlossen (fiir 30 Minuten bei 80 W und danach fiir 60 Minuten bei 100W).
Sobald die Lauffront (eine blaue Linie) unten am Gel angekommen war, wurde die

Gelelektrophorese von der Spannungsquelle genommen und beendet.
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3.4.1.4. Western Blot

Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteinbanden auf eine Polyvinylidene
Fluoride Membran (PVDF-Membran) transferiert. Filterpapier und Fiberpads wurden jeweils in
Blotpuffer und die PVDF-Membran in Methanol eingeweicht. Die Mini-Trans-Blot Cassette und
Blotkammer wurden geméR der Anleitung vorbereitet und fur 1h bei 100 W an die Stromquelle
angeschlossen. Nach Ablauf des Blot-Vorgangs war der farbige Standard auf der Membran

sichtbar, was bedeutete, dass der Blot der Proteine erfolgreich gewesen war.

3.4.1.5. Nachweis von GPER

Zum Nachweis von GPER auf der PVDF Membran wurde der Vectastain ABC-AmP Rabbit IgG-
Kit verwendet. Die PVDF-Membran wurde 5 Minuten in TBS gewaschen, 1h in 5 %
Milchpulver/IXTBST bei Raumtemperatur blockiert, und daraufhin drei Mal mit TBST
gewaschen. Anschliefend wurde die Membran mit dem in 2 % Milchpulver / TBST 1:500
verdinntem Primarantikérper (GPER/GP30) 16h Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nachdem die
Membran 3 x 5 Minuten in TBST gewaschen wurde, wurde diese mit biotinyliertem Anti-Rabbit-
IgG-Sekundérantikorper (Verdiinnung: 10 uLL Antikdrper auf 10 mL TBST) fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde nochmal 3 x 5 Minuten in TBST gewaschen und
mit dem Vectastain ABC-AmP Reagenz (20ul Lésung A + 20ul Losung B auf 10ml TBST) 20
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde daraufhin wieder 2 x 5 Minuten in
TBST und fur 5 Minuten in 0,1M TRIS Puffer pH 9,5 gewaschen. Die Blotbanden auf der
Membran wurden dann 5 Minuten mit BCIP/NBT-Chromogen-Substrat-Losung (10ml 0,1M TRIS
Puffer pH 9,5 + 4 ggt. BCIP Losung + 4 ggt. NBT Lésung und 4 ggt. Magnesium Chlorid Lésung)
bei Raumtemperatur geféarbt. Die Farbereaktion wurde anschlieRend in Aqua dest. gestoppt und

die Membran getrocknet. B-actin diente als Ladekontrolle.
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3.4.2. Nachweis von p-CREB und p-ERK auf Proteinebene nach Stimulation von GPER

3.4.2.1. Stimulation von OVCAR-3 Zellen

Far die Stimulation mit G1 und 4-OHT wurden pro Well 150.000 OVCAR-3 Zellen in 500 pL
DMEMY/FCS ausgeséat. Hierfur wurden jeweils 4 Wells von zwei 24-Wellplatten verwendet und
anschlieend im Brutschrank bei 37°C (ber Nacht (16h) inkubiert. Am néchsten Tag wurde das
DMEM/FCS von allen 8 Wells abgezogen, jede Well einmal mit HBSS gewaschen, und
anschlieBend mit 400 L. HBSS 4h inkubiert. Nach 4h wurde das HBSS abgezogen und die Zellen
5 Minuten (bzw. 10 Minuten) mit Stimulanzien im Brutschrank bei 37°C inkubiert. G1 wurde in
einer Konzentration von 1 pM und 4-OHT in einer Konzentration von 5 uM auf die Zellen
gegeben. DMSO als Tragersubstanz diente als Kontrolle ohne Stimulanzien, Forskolin als
Positivkontrolle. Anschlielend wurden die Stimulanzien abgezogen und die Zellen 20 Minuten
mit

80 uL RIPA-Puffer auf Eis inkubiert. Die Zellen in den Wells wurden in Eppendorf
ReaktionsgefaRe tiberfiihrt, 20 Minuten bei 12.000 UpM zentrifugiert, der Uberstand in ein neues
Eppendorf Reaktionsgefal uberfihrt, und dieses Gefal’ bei -80°C eingefroren.

Als ndchster Schritt wurde ein Protein Assay nach Bradford durchgefiihrt, um die
Proteinkonzentrationen in den Eppendorf Reaktionsgeféalie zu bestimmen (siehe Kapitel 3.4.1.2.),
und eine Gelelektrophorese durchgefihrt (siehe Kapitel 3.4.1.3. und 3.4.1.4.).

Zum Nachweis der Proteine (pan-CREB, pan-ERK, phospho-CREB, phospho-ERK) auf der
PVDF Membran wurde der Vectastain ABC-AmP Rabbit IgG-Kit verwendet. Das weitere
Vorgehen war analog zum bereits in Kapitel 3.4.1.5. beschrieben VVorgang. In dieser Untersuchung

wurden die in Tabelle 6 gelisteten Priméarantikdrper verwendet. 3-actin diente als Ladekontrolle.
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Priméarantikérper Verdiinnung

Phospho-CREB 1:1000 in 5 % BSA/TBST

Phospho-ERK 1/2 1:1000 in 5 % BSA/1xTBS/0,1 % Tween-20
Pan-CREB 1:1000 in 5 % BSA/1xTBS/0,1 % Tween-20
Pan-MAPK 1:1000 in 5 % BSA/1xTBS/0,1 % Tween-20

Tabelle 6: Primarantikérper fiir den Western Blot nach Stimulation von GPER

3.5. Apoptoseinduktion durch Gatipotuzumab, Tamoxifen (4-Hydroxytamoxifen, 4-
OHT) und die Kombination beider mit nachfolgender Zellviabilitdtsmessung

In diesem Versuch wurde der Effekt von 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) (Calbiochem, San Diego,
CA, USA) und Gatipotuzumb (Glycotope, Berlin, DE), sowie die Kombination von beiden auf die
Zellviabilitdt von Ovarialkarzinomzellen untersucht. 4-OHT ist das aktive Metabolit von
Tamoxifen (80). Der Versuch wurde an den OVCAR-3, COV318, OV-90 und SKOV-3 Zelllinien
durchgefihrt. In den Versuchen wurden zuerst 3.000 Zellen (in 100 pL Medium) pro Well in einer
96-Wellplatte ausgesat. Die Zellen hafteten am Boden der Wells. Nach 4h wurde das Medium
(DMEMY/FCS) aus den Wells abgezogen und 90 pL der jeweiligen Stimulanzien auf die Zellen
gegeben. Die Stimulanzien bestanden entweder aus reiner Tragerldsung ohne Stimulanzien,
Gatipotuzumab, 4-OHT, oder die Kombination aus Gatipotuzumab und 4-OHT. Das
Gatipotuzumab wurde stets in einer Konzentration von 60 pL/ mL und das 4-OHT in einer
Konzentration von 5 uM fur die Stimulationen verwendet. Da 4-OHT ein weil3er Puder ist, wurde
es zur Vorbereitung der Stimulationen zuerst in Methanol gel6st. Gatipotuzumab wurde ebenfalls
vorher geldst, aber in PBS mit 0,07 % Tween. Die Zellen wurden daraufhin mit diesen
Stimulanzien fir 48h bzw. 72h bei 37°C inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit mit den
Stimulanzien wurden jeweils 10 uL WST-1 Ldsung (Roche, Mannheim, DE) in die Wells
hinzugegeben. Die Wellplatten wurden anschlieRend 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Danach
erfolgte die Auswertung mit Hilfe eines Mikroplatten-Readers (DYNEX Technologies, Chantilly,
VA, USA) bei 580nm und der Revelation Software Version 4.25.

Das Prinzip des WST-1 Assays basiert auf die Spaltung eines leicht roten Tetrazoliumsalzes
(WST-1) zu einem dunkelroten Formazan Farbstoff (in Abbildung 5 dargestellt) (81). Die Spaltung
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wird durch Enzyme der Atmungskette der Mitochondrien in lebenden Zellen verursacht (81). Als
Folge ist die Menge an produzierten Farbstoff nach einer bestimmten Inkubationszeit direkt
proportional zu der Anzahl an lebenden, metabolisch aktiven Zellen (81). Diese Menge an
Formazanfarbung wird durch das Messen der Absorption der Farbstofflosung uber einen
Mikroplatten Reader quantifiziert und anschlieend ausgewertet (81). Fir jede Zelllinie wurde die
Untersuchung drei Mal mit unterschiedlichen Zellpassagen durchgefihrt und fihrte jeweils zu

ahnlichen Ergebnissen.

NO, NO,
| |
NAD* NADM N—H
‘H/N\ N )
NS ECH  EC M

SO3Na \\ / b SO3Na

SO;Na SO3Na
WST-1 Formazan
(slightly red) (dark red)

Abbildung 5: Die Spaltung des WST-1 Tetrazoliumsalzes zum dunkelroten Formazan (84)

3.6. Detektion von GPER und E-Cadherin sowie GPER und TA-MUC1 mittels
Doppelimmunfluoreszenz

Mittels der Doppelimmunfluoreszenz wurde anhand einer Doppelfarbung die subzellulare
Lokalisation zuerst von GPER und E-Cadherin, und dann von TA-MUC1 und GPER, untersucht.
Im Gegensatz zu der Immunzytochemie konnten auf diese Weise beide Proteine gleichzeitig auf
derselben Zellprobe dargestellt werden. Fur die Doppelimmunfluoreszenz wurden mit
fluoreszierendem Farbstoff (Cy2 und Cy3) markierte Sekundarantikdrper verwendet. Diese
Sekundérantikdrper wurden an Antigen-gebundene Primarantikérper gebunden, um letztendlich

die Zielantigene in den Zellen darzustellen.
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Als erstes wurden fir jede Zelllinie 1 Million Zellen in 4 mL DMEMY/FCS auf Glas Objekttrager
in einer 4-Well-Platte ausgesat. Nach 24 - 36h Inkubationszeit bei 37°C wurden die auf den
Objekttragern gewachsenen Zellen 5 Minuten lang in PBS gewaschen und danach fur 5 Minuten
in Aceton fixiert. Nachdem die Zellen in Raumluft getrocknet waren, wurde mit einem Dako-Pen
ein Kreis um ein Areal mit Zellen des Objekttragers gezogen. Dieser eingekreiste Bereich wurde

daraufhin flr die weiteren Farbungsschritte verwendet.

Die Objekttrager mit den eingekreisten Zellen wurden anschliefend in PBS gewaschen und mit
Ultra V-Block fir 15 Minuten bei Raumtemperatur blockiert, um unspezifische Anfarbungen zu
vermeiden. Die Primarantikérper wurden zusammen mit Dako Verdinnungsmedium in einer
Losung mit folgenden Konzentrationen (siehe Tabelle 7) auf die Zellen aufgetragen. Die Zellen
wurden daraufhin mit den Primarantikdrpern tiber Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer inkubiert.

Alle Inkubationsschritte fanden in einer Feuchtkammer statt, um ein Austrocknen zu vermeiden.

Primarantikorper Konzentration

Mouse anti-E-Cadherin (Calbiochem, San Diego, CA, USA) | 1:800

Rabbit anti-GPER (Lifespan Biosciences, Seattle, WA, USA) | 1:400

Gatipotuzumab (Glycotope, Berlin, DE) 1:400

Tabelle 7: Konzentration der Primarantikorper im Dako Verdiinnungsmedium

Die Objekttrager wurden als nachstes mit PBS gewaschen und im Dunkeln bei Raumtemperatur
(30 Min) mit den Sekundarantikérpern mit folgenden Konzentrationen inkubiert (siehe Tabelle 8).
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Sekundarantikdrper Konzentration

Goat-Anti-Rabbit 1IgG Cy 3 markiert (Dianova, Hamburg, DE) 1:500

Goat-Anti-Human IgG + IgM biotinyliert (Dianova, Hamburg, DE) | 1:250

Goat-Anti-Mouse Cy 3 markiert (Dianova, Hamburg, DE) 1:500

Goat-Anti-Rabbit Cy 2 markiert (Dianova, Hamburg, DE) 1:100

Tabelle 8: Konzentration der Sekundarantikorper im Dako Verdiinnungsmedium

Diese Sekundérantikérper wurden zusammen (fir das jeweilige Experiment) im Dako
Verdinnungsmedium verdinnt. Nach 30 Minuten Inkubation wurden die Zellen in PBS
gewaschen und mit in Dako Verdinnungsmedium 1:100 verdunntem Streptavidin-Cy2 fir 30
Minuten  im  Dunkeln  inkubiert  (ausschlieflich  fir die = GPER/TA-MUC1
Doppelimmunfluoreszenz). Die Préaparate wurden danach nochmal mit PBS gewaschen und im
Dunkeln luftgetrocknet. Anschlieend wurde Vectashield Eindeckmedium mit 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) appliziert. Das DAPI ist eine
blau-fluoreszierende DNA-Farbung. Es wurde ein Deckglas auf die Objekttrager gelegt und dieses
mit Nagellack fixiert. Die mit Fluoreszenz markierten GPER und E-Cadherin, bzw. GPER und
TA-MUC, wurden mit einem Zeiss Fluoreszenz Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy, Jena, DE)
visualisiert und die Bilder mit Hilfe des Zeiss Axio Vision Rel. 4,8 (Carl Zeiss Microscopy, Jena,
DE) verarbeitet. Das Fluoreszenz Mikroskop funktioniert so, dass eine Lichtquelle mit hoher
Intensitat die fluoreszierenden Farbstoffe (Cy 2 und Cy 3) an den Antigenen mit bestimmten
Wellenlangen anregt. Diese Farbstoffe emittieren infolgedessen ein Licht mit einer langeren
Wellenlédnge (mit niedrigerer Energie), was wiederum den visuellen Effekt erzeugt (82). Unter
dem Mikroskop zeigte sich bei der E-Cadherin/GPER Doppelfarbung das GPER griin und das E-
Cadherin rot, und bei der TA-MUC1/GPER Doppelfarbung das GPER rot, das Gatipotuzumab
(TA-MUC1) grin. Die Kolokalisation von beiden Antigenen zeigte sich orange. Flr beide
Untersuchungen wurden Negativkontrollen durchgefiihrt.
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3.7. Statistische Auswertung

Far die statistische Auswertung und Analyse der Daten wurden das IBM Statistikprogrammpaket
SPSS (Version 22 und 25), sowie Microsoft Excel verwendet. Die Daten wurden im Fall von p <

0,05 als statistisch signifikant angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Validierung des in vitro Modells

4.1.1. Nachweis von GPER mittels Immunzytochemischer Farbung
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Abbildung 6: Nachweis von GPER in Ovarialkarzinomzellen mittels Inmunzytochemie

Zur Etablierung des in vitro Zellkulturmodells wurde GPER zunachst in neun verschiedenen Ovarialkarzinom
Zelllinien untersucht. Ov-90, TOV112D, FuOv-1, SW626, OVCAR-3, UWB1289, COV-318, ES-2 und SKOV-3 wurden
mittels Immunzytochemie auf die Expression des GPER Proteins getestet. Bis auf TOV112D konnte GPER in allen

analysierten Zelllinien nachgewiesen werden. Dargestellt sind reprasentative Mikroskopaufnahmen (25-fach

Linse).

GPER war bereits in OVCAR-3 und SKOV-3 nachgewiesen worden (75). Diese zwei Zelllinien
dienten als Positivkontrolle. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte der GPER Nachweis in
weiteren sieben Zelllinien weiter etabliert und validiert werden. In Zusammenarbeit mit Frau PD
Dr. Dr. S. Heublein wurden neben OVCAR-3 und SKOV-3, sieben weitere Zelllinien mittels
Immunzytochemie auf das Vorhandensein des GPER Proteins getestet. Reprasentative Bilder
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hierzu sind in Abbildung 6 dargestellt. GPER war in allen Ovarialkarzinom Zelllinien,
ausgenommen von TOV112D, nachweisbar. Subzellular fand sich eine Uberwiegend
zytoplasmatische Verteilung des Proteins. Vor allem in FuOv-1 und OVCAR-3 war das intra-

zytoplasmatische Farbesignal von GPER netzartig angeordnet.
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Abbildung 7: Relative Quantifizierung der GPER Positivitat

GPER war in allen Zelllinien, ausgenommen TOV112D nachweisbar. Bei den Ov-90 und SW626 Zelllinien waren
jeweils durchschnittlich 98 % und 95 % der ausgezahlten Zellen GPER positiv. Der relative Anteil der GPER positiven
Zellen fiir jede der neun Ziellinien ist als Balkendiagramm dargestellt.

Eine Quantifizierung der GPER Positivitat ist in Abbildung 7 graphisch dargestellt. Hierbei
wurden fiir jede Zelllinie 50 Zellen aus jeweils drei Objekttragern gezahlt, der Anteil an GPER-
positiven Zellen ermittelt und ein Mittelwert daraus berechnet. In Ov-90 und SW626 Zellen war
GPER durchschnittlich in jeweils 98 % und 95 % der ausgewerteten Zellen positiv. In der BRCA1
mutierten Zelllinie UWB1289 konnte GPER in 72 % der Zellen nachgewiesen werden. Bei SKOV-
3, OVCAR-3 und COV-318 Zelllinien waren circa die Hélfte der Zellen (SKOV: 52 %, OVCAR-
3: 53 %, COV-318: 52 %) GPER-positiv. Die restlichen Zelllinien zeigten eine GPER Expression
von weniger als 50 % auf (ES-2: 27 %, FuOv-1: 38 %). Einzig in TOV112D Zellen war GPER
nicht nachweisbar. Letzteres konnte auch durch eine Western Blot Untersuchung bestatigt werden
(Ergénzende Abbildung 1).
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4.1.2. Nachweis von GPER mittels quantitativer PCR und Western Blot

Neben dem immunzytochemischen Nachweis von GPER, wurde die Expression des Rezeptors
auch mittels quantitativer PCR und Western Blot validiert. Hierfiir wurden OVCAR-3, SKOV-3
und FuOv-1 Zellen eingesetzt. In allen drei Zelllinien war GPER auf mRNA Ebene nachweisbar.
Die GPER Expression ist in Abbildung 8A, relativ zum Housekeeping Gen und relativ zur
Expression in OVCAR-3 dargestellt. Relativ zu OVCAR-3 lag der GPER mRNA Gehalt in
SKOV-3 bei 83,0%, in FUOv-1 bei 33,8%.
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Abbildung 8: Nachweis von GPER mittels quantitativer PCR und Western Blot

Die GPER mRNA Expression in OVCAR-3, SKOV-3 und FuOv-1 Zellen wurde mittels rtPCR bestimmt. GAPDH diente

als Housekeeping Gen. Als Balkendiagramm dargestellt ist die mittels ddCT Methode quantifizierte Genexpression

von GPER. Relativ zu OVCAR-3 lag der GPER mRNA Gehalt in SKOV-3 bei 83,0%, in FuOv-1 bei 33,8%. B) zeigt eine

reprasentative Darstellung eines Western Blots zum Nachweis von GPER in OVCAR-3, SKOV-3 und FuOv-1 Zellen.
GPER wurde in allen drei Zelllinien nachgewiesen.
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Das GPER Protein umfasst 375 Aminosauren und hat eine errechnete Masse von 42,2 kDa (83,
84). Das 42 kDa Protein konnte in OVCAR-3 und SKOV-3, nicht jedoch in FuOv-1 nachgewiesen
werden (Abbildung 8B). In FuOv-1 fand sich dahingegen ein wenige kDa grofl3eres Protein knapp
unter der 50 kDa Marke. Angedeutet war dieses Transkript auch in OVCAR-3 nachweisbar. Beta-

actin diente als Ladekontrolle.

4.2. Subzellulédre Lokalisation von GPER in Ovarialkarzinomzellen

4.2.1. Doppelimmunfluoreszenzfarbung von GPER und E-Cadherin

E-Cadherin GPER Merge

SKOV-3 OVCAR-3

FuOv-1

Abbildung 9: Doppelfiarbung von GPER und E-Cadherin

Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung in OVCAR-3, SKOV-3 und FuOv-1 Zelllinien zeigte eine zytoplasmatische
Farbung von GPER, sowie eine partielle Kolokalisation an der Membran mit Transmembranprotein E-Cadherin. Die
Pfeile zeigen auf die Kolokalisation dieser beiden Proteine auf der Zellmembran. Die Mal3stdbe in der Bilderreihe
links entsprechen jeweils 50 um, und kénnen auf die entsprechenden weiteren Bilder angewendet werden.
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In Abbildung 9 sind représentative Bilder der Doppelimmunfluoreszenzfarbung von GPER und E-
Cadherin in OVCAR-3, SKOV-3 und FuOv-1 Zelllinien dargestellt. E-Cadherin ist ein
transmembranes Adhdsionsmolekil und wurde zur Markierung der Zellmembran verwendet (85).
Die Lokalisation von E-Cadherin zu der Zellmembran ist in der ersten Spalte von Abbildung 9 zu
sehen. Die 2. und 3. (Merge) Spalte der Abbildung 9 zeigen eine zytoplasmatische Farbung von
GPER, sowie eine partielle Kolokalisation an der Membran mit Transmembranprotein E-
Cadherin. Die Pfeile zeigen auf die membranédre Kolokalisation von GPER und E-Cadherin in
allen drei Zelllinien.

4.2.2. Subzelluldre Lokalisation von GPER im Tumorgewebe

Zusétzlich zur subzelluldren Lokalisation im Zellmodell, wurde diese auch im humanen
Tumorgewebe untersucht. Hierzu wurden die in der Publikation ,,The G-Protein Coupled Estrogen
Receptor (GPER/GPR30) is a Gonadotropin Receptor Dependent Positive Prognosticator in
Ovarian Carcinoma Patients* von S. Heublein, et al. (2013) veroffentlichten GPER Daten zur
Féarbung erneut hinsichtlich der subzellularen Lokalisation ausgewertet. Die subzellulére

Lokalisation des GPERs wurde bei Schnitten mit einem IRS > 1 ermittelt.

Fur die Auswertung der immunhistochemisch-gefarbten Schnitte bzw. Patientenfélle waren
insgesamt 149 Gewebeproben von Ovarialkarzinomen vorhanden. Die Gewebeproben bestanden
aus den folgenden histologischen Subtypen: HGSOC, LGSOC, Klarzellig, endometrioid und

muzings.

In Tabelle 9 ist die Lokalisation von GPER an der Membran, im Zytoplasma und in beiden in
Abhangigkeit vom histologischen Subtyp des Ovarialtumorgewebes dargestellt. Von den 149
Ovarialkarzinomféllen waren 75 der Falle high-grade ser6s (HGSOC) und 30 der Falle low-grade
serds (LGSOC). Unter den HGSOCs zeigten nur 7 % eine alleinige Membranféarbung, 55 % eine
Verteilung von GPER im Zytoplasma, und 39 % eine Lokalisation von GPER sowohl im
Zytoplasma als auch an der Membran. 23 % der LGSOC zeigten ausschlieBlich eine GPER
Féarbung an der Membran und 63 % ausschliellich eine GPER Farbung im Zytoplasma. Bei 13 %
war eine Verteilung von GPER sowohl im Zytoplasma als auch eine Lokalisation auf der

Zellmembran zu sehen.
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Es waren insgesamt 12 muzindse, 20 endometrioide, und 12 klarzellige Falle in diesem Kollektiv
vorhanden. Keiner der muzindsen und endometrioiden Tumore zeigten eine alleinige
Membranlokalisation von GPER, jedoch hatten 25 % der muzindsen und 85 % der endometrioiden
Félle eine zytoplasmatische Verteilung. 75 % der muzindsen Tumore hatten eine Membran und
zytoplasmatische Lokalisation des GPERs, wéhrend nur 15 % der endometrioiden Falle diese
Lokalisation von GPER in beiden Kompartimenten zeigte. Von den 12 klarzelligen Tumoren war
GPER bei 83 % der Féalle auf der Membran lokalisiert und keine der Tumoren hatten eine alleinige
zytoplasmatische Farbung des GPERs. Bei 17 % der klarzelligen Tumoren war GPER sowohl auf

der Membran als auch im Zytoplasma lokalisiert.

Histologie Membran (n) Zytoplasma (n) Zl\gl/ i&?;?;:?r?) Gesamt
Klarzellig 10 (83,3 %) 0 (0,0 %) 2 (16,7 %) 12 (100,0 %)
Endometrioid 0 (0,0 %) 17 (85,0 %) 3 (15,0 %) 20 (100,0 %)
Muzinds 0 (0,0 %) 3 (25,0 %) 9 (75,0 %) 12 (100,0 %)
LGSOC 7 (23,3 %) 19 (63,3 %) 4 (13,3 %) 30 (100,0 %)
HGSOC 5 (6,7 %) 41 (54,7 %) 29 (38,7 %) 75 (100,0 %)
Gesamt (n) 22 80 47 149

Tabelle 9: Tabellarische Darstellung der subzelluldren Lokalisation von GPER im Tumorgewebe verschiedener
Subtypen des Ovarialkarzinoms

Hier wurden insgesamt 149 bereits auf GPER gefirbte Ovarialkarzinomfille/-gewebe von klarzelligem,
endometrioidem, muzindsem, low-grade serésem (LGSOC) und high-grade serésem (HGSOC) histologischen Subtyp
untersucht.

Die subzellulare Lokalisation von GPER in der Untergruppe von 75 HGSOC-Fallen wurde in
Bezug auf das FIGO-Stadium und die pTNM-KIlassifizierung weiter untersucht. Die meisten dieser
Falle hatten ein FIGO Stadium von 11l oder 1V (siehe Erganzende Tabelle 1) und es waren keine
Daten zum makroskopischen Tumorrest vorhanden. Es wurden jedoch keine signifikanten
Korrelationen von FIGO Grad und pTNM Kiassifikation der Karzinome zur subzelluldren
Lokalisation von GPER festgestellt (Ergdnzende Tabelle 1).
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AnschlieBend wurde das Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von der subzelluldren Lokalisation
von GPER in den 75 oben genannten HGSOC Ovarialkarzinomféllen untersucht. In Abbildung 10
sind entsprechende Uberlebenskurven grafisch dargestellt. Zum 5-Jahres Zeitpunkt lag das
Gesamtuberleben des Patientinnenkollektivs zwischen 20 — 30 %. Die Patientinnen mit Tumoren
mit einer Membran GPER Farbung hatten eine mittlere Uberlebenszeit von 2,8 + 1,2 Jahren,
wéhrend die Patientinnen Gruppe mit einer zytoplasmatischen GPER Farbung eine mittlere
Uberlebenszeit von 4.2 + 0,8 Jahren hatten. Die Patientinnen mit Tumoren mit einer GPER
Farbung in beide dieser Lokalisationen hatten eine mittlere Uberlebenszeit von 3,0 + 0,5 Jahren.
Zwischen den Uberlebenszeiten der drei HGSOC Ovarialkarzinompatientinnen Gruppen wurde

kein signifikanter Unterschied festgestellt.
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Abbildung 10: Gesamtiiberleben von Patientinnen mit einem HGSOC Subtyp des Ovarialkarzinoms, abhéngig von
der subzelluldren Lokalisation von GPER im Tumorgewebe

In Abbildung 11 sind immunhistochemische Farbungen des GPER Proteins im
Ovarialkarzinomgewebe beispielhaft dargestellt. In A) ist eine deutliche Membranférbung, in B)

eine zytoplasmatische Farbung, und in C) eine Farbung beider Kompartimente zu sehen.
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Abbildung 11: Subzellulidre Lokalisation von GPER im Ovarialkarzinomgewebe

In 47 von 149 Patientenfillen zeigte sich eine Verteilung von GPER im Zytoplasma sowie eine Lokalisation auf der
Zellmembran. Hier sind dargestellt: A) Membranfarbung, B) zytoplasmatische Farbung, C) Membran und
zytoplasmatische Farbung von GPER. Dargestellt sind reprasentative Mikroskopaufnahmen in 25-fache
VergroBerung.

4.3. GPER vermittelte Regulation des MAPK-Signalwegs

4.3.1. Kinetik des Signals

Im Mammakarzinom konnte bereits gezeigt werden, dass GPER den MAPK-Signalweg stimuliert
(86). Hierzu lagen zum Zeitpunkt der in der vorliegenden Arbeit geschilderten Experimente keine
Daten aus dem Ovarialkarzinom vor. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Stimulation
von Ovarialkarzinomzellen mit GPER Agonisten G1 und 4-OHT ebenfalls den MAPK-Signalweg
aktivieren kann, und mit welcher Kinetik dies erfolgt (87, 88). G1 ist ein selektiver GPER Agonist
(87). Tamoxifen ist sowohl ein GPER Agonist als auch ein selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator
(88).

Die OVCAR-3 Zellen wurden zunéchst 5 Minuten und 10 Minuten mit G1 (in einer Konzentration
von 1 uM) oder 4-OHT (in einer Konzentration von 5 uM) behandelt. In diesem Vorgang sollte
die Aktivierung vom MAPK-Signalweg abgebildet werden. Die Aktivierung des MAPK-
Signalweges fiihrt zur Phosphorylierung zahlreicher Proteine, die dadurch von inaktiv zu aktiv
versetzt werden (66). Aus diesem Grund wurde nach der Stimulation mit G1 und 4-OHT die
Phosphorylierung von CREB mit Hilfe eines Western Blots gemessen, um so einen Riickschluss
auf seine Aktivierung zu ziehen. CREB ist ein Transkriptionsfaktor, der durch die Aktivierung des
MAPK-Signalwegs phosphoryliert und somit aktiviert werden kann (89). Die Ergebnisse dieser

Untersuchung zeigten nach einer 5 Minuten Stimulation mit G1 und 4-OHT eine vermehrte
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Phosphorylierung von CREB im Vergleich zur Kontrolle (DMSQO). Bei der 10 Minuten
Stimulation war die Wirkung der Stimulanzien im Vergleich zur Kontrolle nicht mehr deutlich
(siehe Abbildung 12). R-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Forskolin diente als
Positivkontrolle.
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Abbildung 12: Stimulation von GPER durch G1 und 4-OHT in OVCAR-3 Zellen

Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse eines Western Blots nach 5 Minuten und 10 Minuten Stimulation von
GPER mit G1 und 4-OHT. Bei der 5 Minuten Stimulation zeigte sich eine vermehrte Phosphorylierung von CREB im
Vergleich zur Kontrolle (DMSO). Bei der 10 Minuten Stimulation war die Wirkung der Stimulanzien im Vergleich zur
Kontrolle nicht deutlich. B-actin wurde als Ladekontrolle verwendet. Forskolin diente als Positivkontrolle.

4.3.2. GPER vermittelte Aktivierung von CREB und ERK

Nach 5 Minuten Stimulation mit G1 und mit 4-OHT wurde die Aktivierung von phospho-CREB
und phospho-ERK 1/2 (p-T202/Y204-MAPK) in OVCAR-3 Zellen gemessen. Phospho-CREB
und phospho-ERK 1/2 (p-T202/Y204-MAPK) sind beides Proteine, die im Rahmen des
kanonischen MAPK-Signalweges aktiviert werden (66, 89). Da CREB auch durch andere
Signalwege aktiviert werden kann, wurde zusatzlich die Aktivierung von ERK gemessen, was im
Rahmen des MAPK-Signalwegs zur Aktivierung von CREB fiihren kann (89). Durch das
gleichzeitige Untersuchen von aktiviertem CREB und ERK werden unterschiedliche Ebenen des
MAPK-Signalwegs betrachtet, und dadurch kann eine Aktivierung und Funktionalitat des MAPK-

Signalweges genauer beurteilt werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten nach der
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Stimulation mit G1 und mit 4-OHT im Vergleich zu der mit Tragerlésung behandelten Ansétzen
eine vermehrte Phosphorylierung des ERK Proteins und des CREB Proteins (siehe Abbildung 13).
Pan-CREB und Pan-MAPK dienten zur Normierung des Phosphorylierungssignals.
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Abbildung 13: Behandlung von OVCAR-3 Zellen mit G1 und 4-OHT, und Untersuchung des MAPK-Signalwegs

Zellen wurden 5 Minuten mit G1 und 4-OHT behandelt. DMSO als Tragersubstanz diente als Negativkontrolle,
Forskolin als Positivkontrolle. Gemessen wurde die Aktivierung von phospho-CREB und phospho-ERK 1/2 (p-
T202/Y204-MAPK). Das unphosphorylierte Protein (pan) diente zur Normierung des Phosphorylierungssignals. Im
Vergleich zu der mit Tragerldsung behandelten Ansatzen zeigte sich eine verstdrkte Expression des
phosphorylierten ERK Proteins, sowie des phosphorylierten Transkriptionsfaktors CREB. 3-actin diente als
Ladekontrolle bei den Stimulationsversuchen.
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4.4, Untersuchungen zu einer potenziellen Interaktion von GPER und TA-MUC1
4.4.1. Vergleich der subzellularen Lokalisation im Zellkulturmodel

Mit Hilfe der Immunzytochemie wurde TA-MUCL1 in COV-318, Ov-90, OVCAR-3 und SKOV-3
Zellen nachgewiesen und mit der Immunzytochemische Farbung von GPER (siehe Abbildung 6)
in den entsprechenden 4 Zelllinien verglichen. Die Immunzytochemie und Bilder wurden in
Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Dr. S. Heublein durchgefiihrt. Reprasentative
Mikroskopaufnahmen der gefarbten Zellen sind in Abbildung 14 dargestellt. Wie bei GPER war
TA-MUC1 ebenfalls in allen 4 Zelllinien exprimiert. TA-MUC1 und GPER zeigten beide eine
deutliche zytoplasmatische, sowie auch eine Membran Férbung in alle 4 Zelllinien.

Zusammenfassend waren GPER und TA-MUC1 in allen 4 Zelllinien nachweisbar.

COV-318 Ov-90 OVCAR-3 SKOV-3
. -
»
-~
< : '
‘. ‘

Abbildung 14: Nachweis von TA-MUC1 in Ovarialkarzinomzellen mittels Imnmunzytochemie

TA-MUC1 war in allen 4 Ovarialkarzinom Zelllinien koexprimiert. TA-MUC1 zeigte eine starke zytoplasmatische und
Membran Immunreaktivitat. Dargestellt sind reprasentative Mikroskopaufnahmen (25-fach Linse).

4.4.2. Nachweis einer partiellen Kolokalisation mittels Doppelimmunfluoreszenz

Anhand einer Doppelfarbung wurde auf der subzellularen Ebene untersucht, wo die Proteine TA-
MUCL1 und GPER lokalisiert sind. Die Bilder aus der Doppelimmunfluoreszenz sind in Abbildung
15 zu sehen. TA-MUC1 und GPER waren in der Mehrheit der Zellen koexprimiert. Beide Proteine
zeigten eine zytoplasmatische Féarbung, sowie eine partielle Membranférbung. In den OVCAR-3
und SKOV-3 Zellen wurde eine subzellulare Kolokalisation von TA-MUC1 und GPER in fokalen

Kondensationen an der Zellmembran beobachtet.
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Abbildung 15: Doppelfdrbung von TA-MUC1 und GPER in vier Ovarialkarzinom Zelllinien (77)

Die Doppelimmunfluoreszenzfarbung in OVCAR-3, SKOV-3, COV318 und OV-90 Zelllinien zeigte eine Koexpression
von TA-MUC1 und GPER. Pfeile zeigen auf fokale Kolokalisationen dieser beiden Proteine. Die Malstdbe in den
oberen zwei Bilderreihen entsprechen jeweils 50 um, und konnen auf die entsprechenden weiteren Bilder
angewendet werden (72).

Die Untersuchungen der Kreuz- und Negativkontrollen wurden mit den SKOV-3 Zellen
durchgefihrt (siehe Abbildung 16). Bei den Negativkontrollen mit AB Serum (Biorad medical
diagnostics GmbH, Hercules, CA, USA) und normal Rabbit Ig Antikérpern (Biogenex, Fremont,
CA, USA) zeigten sich keine unspezifischen Bindungen dieser Primarantikorper. Die
Untersuchungen zu den Kreuzkontrollen zeigten ebenfalls keine Kreuzreaktion der

Sekundérantikorper.
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Prim AK Rabbit Anti-GPER/ sekundar AK Prim AK Gatipotuzumab/ sekundar AK
Goat-Anti-Human IgG+gM biotinyliert Goat-Anti-Rabbit IgG Cy 3 markiert

Kreuzkontrolle SKOV-3
Kreuzkontrolle SKOV-3

Prim AK Rabbit Ig AK/ sekundar AK Prim AK AB Serum/ sekundar AK Goat-
Goat-Anti-Rabbit 1gG Cy 3 markiert Anti-Human lgG+lgM biotinyliert

Negativkontrolle SKOV-3
Negativkontrolle SKOV-3

Abbildung 16: Die Spezifitdt der Doppelimmunfluoreszenzmethode wurde mit Kreuz- und Negativkontrollen
bestétigt

4.4.3. Auswirkung der GPER und TA-MUC1 Einzel- und Kostimulation auf die Viabilitat von
Ovarialkarzinomzelllinien

Die Zelllinien OVCAR-3, SKOV-3, OV90 und COV318 wurden verwendet, um den Effekt von
4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) und Gatipotuzumab, sowie die Kombination von beiden auf die
Ovarialkarzinom-Zellviabilitat zu untersuchen. Wie bereits beschrieben, ist 4-Hydroxytamoxifen
(4-OHT) das aktive Metabolit von Tamoxifen (80). Gatipotuzumab ist ein monoklonaler
Antikdrper, der spezifisch gegen das TA-MUCL Epitop gerichtet ist (40). Die Substanzen wurden
jeweils fur 48h und 72h auf die Zellen gegeben, bevor die Viabilitatsmessung durchgefihrt wurde.
TA-MUCL1 und GPER sind schon in allen 4 Zelllinien nachgewiesen worden (90-92). Die

Ergebnisse der Viabilitatsmessung sind in Abbildung 17 zu sehen.
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Abbildung 17: Die Wirkung von Gatipotuzumab, 4-Hydroxy-Tamoxifen (4-OHT) und die
Kombination von Beiden auf die Zellviabilitdt der Ovarialkarzinom Zelllinien COV318,
0OV-90, OVCAR-3 und SKOV-3

Die Stimulationen mit Gatipotuzumab, 4-OHT und die Kombination von Beiden wurde an den A) COV318, B) OV-90,
C) OVCAR-3, und D) SKOV-3 Zelllinien fur jeweils 48h und 72h durchgefihrt. Erlauterung der in der Abbildung
verwendeten Symbole: ,*“ bedeutet eine signifikante Reduktion im Vergleich zur Kontrolle, ,,§“ bedeutet eine

signifikante Reduktion im Vergleich zu den Zellen, die ausschliefflich mit Gatipotuzumab behandelt wurden, und
,H#“ bedeutet eine signifikante Reduktion im Vergleich zu den Zellen, die ausschlielich mit 4-OHT behandelt
wurden (72).

Gatipotuzumab hatte den gréfiten Effekt auf die OV90 Zellen, bei denen es die Zellviabilitat nach
48h um das 0,62-fache (p = 0,006) und nach 72h um das 0,58-fache (p = 0,006) reduziert hat. Bei
den anderen Zelllinien hatte Gatipotuzumab nur eine geringe Wirkung. Andererseits hatte 4-OHT
eine Wirkung auf die Zellviabilitat in allen Zelllinien zu beiden Zeitpunkten (48h und 72h) und
den grofiten Effekt auf die COV318 Zellen zum 72h Zeitpunkt. In diesem Zeitpunkt war die
Zellviabilitat auf das 0,08-fache reduziert worden (p< 0,001).
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Im Vergleich zur Kontrolle hatte die Kostimulation mit Gatipotuzumab und 4-OHT einen Effekt
auf die Zellviabilitat in allen Zelllinien und ebenfalls den gréfiten Effekt auf die COV318 Zellen
nach 72h. Hier war die Viabilitat auf das 0,1-fache reduziert worden (p< 0,001).

Die Viabilitat der Zellen nach der Kostimulation wurde mit der Viabilitat der Zellen nach der
Stimulation mit den einzelnen Substanzen verglichen. Im Vergleich zu der Stimulation mit nur
Gatipotuzumab, hatte die Kostimulation die Viabilitat bei allen Zelllinien zu beiden Zeitpunkten,
ausgenommen der 72h Stimulation der OV-90 Zellen, reduziert. Im Vergleich zu der alleinigen
Stimulation mit 4-OHT, hatte die Kostimulation die Zellviabilitat in den SKOV-3 und OVCAR-3
Zelllinien reduziert (SKOV-3, 48h: p = 0,021, OVCAR-3, 48h: p = 0,001, SKOV-3, 72h: p =
0,014, OVCAR-3, 72h: p = 0,048). Diese Erkenntnisse deuteten auf einen additiven Effekt beider
Therapien hin. Bei den OVCAR-3 und SKOV-3 Zellen war der Effekt der Kombination aus 4-
OHT und Gatipotuzumab auf die Zellviabilitat numerisch grof3er als die Summe der Effekte beider
Substanzen in den alleinigen Stimulationen. Dies war in OVCAR-3 bei 48h Stimulation, sowie zu
beiden Zeitpunkten bei den SKOV-3 Zellen zu sehen (OVCAR-3, 48h: 9,9 %, SKOV-3, 48h: 19,5
%, SKOV-3, 72h: 17,9 %). Dieses Ergebnis war jedoch nicht statistisch signifikant und konnte
somit auch durch Zufall bedingt sein.
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5. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass GPER in mehreren
Ovarialkarzinomzelllinien vorhanden war und, dass GPER sowohl auf der Zellmembran als auch
im Zytoplasma lokalisiert war. Eine Stimulation von Ovarialkarzinomzellen mit G1 und 4-OHT
deutete auf eine Aktivierung des MAPK-Signalweges hin, was wiederum zeigte, dass der MAPK-
Signalweg im Ovarialkarzinom sehr wahrscheinlich dstrogenabhangig ist. Es ist bereits bekannt,
dass MUCL1 ebenfalls den MAPK-Signalweg stimulieren kann (72, 73, 93). Interessanterweise
konnte in dieser Arbeit eine Koexpression von GPER und TA-MUCL1 in Ovarialkarzinomzellen
nachgewiesen werden, sowie ein additiver Effekt der Kostimulation dieser beiden Rezeptoren (mit
4-OHT wund Gatipotuzumab) auf die Ovarialkarzinom-Zellviabilitit. Da 4-OHT und
Gatipotuzumab relativ gut vertrdglich sind und die Kostimulation mit diesen beiden
Medikamenten einen additiven Effekt auf die Ovarialkarzinom-Zellviabilitat zeigte, konnte eine
4-OHT/Gatipotuzumab Kombinationstherapie eine nebenwirkungsarme Therapiemdglichkeit zur

Bekampfung des fortgeschrittenen Ovarialkarzinoms sein (23, 24, 41).

GPER hat eine hohe Pravalenz in Ovarialkarzinomen

Mit Hilfe der Immunzytochemie wurden GPER positive Zellen bei acht von den neun untersuchten
Zelllinien nachgewiesen, was auf eine hohe Prdvalenz des Rezeptors im Ovarialkarzinom
hindeuten konnte. Die einzige Zelllinie, die keine GPER-positiv gefarbten Zellen zeigte, war
TOV112D. Dieser Befund wurde durch ein Western Blot bestatigt (mit OVCAR-3 als

Positivkontrolle).

Die Expression von GPER in drei dieser Zelllinien wurde anschlieBend mit PCR und Western Blot
bestatigt. Mit Hilfe des Western Blots wurde das 42 kD GPER Protein in OVCAR-3 und SKOV-3
nachgewiesen, jedoch nicht bei den FuOv-1 Zellen. Bei den FuOv-1 Zellen wurde lediglich ein
minimal groReres GPER Protein nachgewiesen. Dies konnte eine Spleivariante des GPERs

gewesen sein (z.B. eine Intron-Retention aufgrund der hoheren Masse der Spleillvariante) (94).

Weitere Studien zeigen ebenfalls eine GPER Expression in einigen der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien, z.B. in OVCAR-3 und SKOV-3, aber auch in noch weiteren
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Ovarialkarzinomzelllinien wie CaOv3, CaOv4, OVCAR-5 und OAW-42 (75, 95-97). Darlber
hinaus wurde die GPER Expression bereits in mehreren Studien auf der Ebene des
Ovarialkarzinomgewebes untersucht (75, 98, 99). Diese Studien zeigten, dass GPER in serosen,
muzindsen, klarzelligen und endometrioiden Ovarialkarzinomgewebe zu finden war, wobei im
endometrioiden Gewebe nur eine schwache Expression nachgewiesen werden konnte (75). Eine
weitere Studie Gber Granulosazelltumoren zeigte, dass GPER in 14 von 26 der untersuchten Fallen
exprimiert war (98). AuRerdem wurde GPER im Endometriosegewebe des Ovars sowie im Pelvic
Inflammatory Disease Gewebe des Ovars nachgewiesen, und im Vergleich zum gesunden
Ovarialgewebe, in dem GPER ebenfalls exprimiert war, war GPER in diesen beiden Geweben
hochreguliert (99).

Die hohe Pravalenz von GPER in den Zelllinien der vorliegenden Arbeit und der Literatur spiegelt
die hohe Pravalenz von GPER in Ovarialkarzinom-Gewebe wider (75, 95-99). Somit sind
Zelllinien ein geeignetes Modellsystem fir die Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrt wurden. Da GPER in verschiedenen Ovarialkarzinomsubtypen und -tumoren
exprimiert wird, und zudem im Endometriosegewebe des Ovars und im entzindlichem
Ovarialgewebe im Vergleich zu gesundem Gewebe Uberexprimiert ist, konnte GPER fir die
Pathophysiologie der Ovarien von Bedeutung sein (75, 98, 99). Die hohe Pravalenz von GPER in
den hier untersuchten Ovarialkarzinom Zelllinien, sowie die Daten aus den 0.g. Studien zeigen,
dass die Untergruppe der Ovarialkarzinompatientinnen, die GPER positiv sind und somit fur eine
Tamoxifen-Therapie in Frage kommen, entsprechend groB ist (75, 98, 99).

Die subzellulére Lokalisation des GPERs konnte einen potenziellen Einfluss auf die Pathogenese

des Ovarialkarzinoms haben

Studien zur prognostischen Bedeutung von GPER beim Ovarialkarzinom zeigen widersprtichliche
Ergebnisse (75, 100, 101). Beispielsweise wurde in einer Studie von H. Smith et. al. eine beim
Ovarialkarzinom héhere GPER Expression mit einer signifikant schlechteren 2-Jahres-, 5-Jahres-
und Gesamtuberlebensrate assoziiert (100). Andere Studien zeigen hingegen, dass GPER mit einer
verlangerten Gesamtiiberlebenszeit und einem langeren krankheitsfreiem Uberleben assoziiert ist
(75, 101). In diesen Studien wurde jedoch nicht die Lokalisation von GPER im Zusammenhang

mit der prognostischen Bedeutung berticksichtigt (75, 100, 101).
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Studien mit anderen gynakologischen Karzinomen liefern Hinweise darauf, dass die subzellulére
Lokalisation von GPER einen Einfluss auf die Pathogenese von Karzinomen haben kénnte (102,
103). In einer Studie mit Zervixkarzinomgewebe wurde gezeigt, dass GPER sowohl auf der
Plasmamembran als auch im Zytoplasma der Karzinomzellen zu finden war (102).
Interessanterweise wurde beim Zervixkarzinom eine positive Korrelation zwischen
zytoplasmatischer GPER Expression und Tumorsuppressor Proteinen nachgewiesen (102). Zudem
war die zytoplasmatische Expression von GPER mit einer gunstigen Prognose im friihen Stadium
(FIGO 1) des Zervixkarzinoms verbunden (102). Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die
unterschiedliche subzelluldre Lokalisationen von GPER bestimmte biologische Merkmale von
Mammakarzinomen widerspiegeln kénnte (103). Hierbei wurde eine zytoplasmatische GPER
Expression mit einem nicht-duktalen histologischen Subtyp, niedrigen Tumorstadium und einer
besseren histologischen Differenzierung assoziiert, wohingegen eine nukleére Expression mit dem
tripel-negativem Subtyp und schlecht differenzierten Karzinomen assoziiert war (103). Beim
Ovarialkarzinom bleibt es jedoch noch unklar, welche genaue Wirkung die subzellulére
Lokalisation von GPER auf das Karzinom hat, und mit welchen Kklinisch-pathologischen
Charakteristika die zytoplasmatische- bzw. Plasmamembranlokalisation von GPER assoziiert ist
(46, 104).

Die Lokalisation von GPER sowohl auf der Zellmembran als auch im Zytoplasma von Zellen
wurde in bisherigen Studien bereits beschrieben (46, 75, 84). In der vorliegenden Arbeit konnte
mit Hilfe der Immunzytochemie ebenfalls gezeigt werden, dass GPER auf der Zellmembran und
im Zytoplasma von Ovarialkarzinomzellen vorhanden war (mit einer Uberwiegend
zytoplasmatischen Verteilung des GPERs). Um das Vorhandensein des GPERs auf der
Zellmembran der Ovarialkarzinomzellen zu bestatigen, wurde auf drei Zelllinien eine
Doppelimmunfluoreszenz mit GPER und E-Cadherin (zweites um die Zellmembran zu markieren)
durchgefiihrt. Anhand der partiellen Kolokalisation von GPER mit E-Cadherin auf der

Zellmembran, konnte nachgewiesen werden, dass GPER ebenfalls auf der Membran lokalisiert ist.

Zusétzlich zur Untersuchung im Zellmodell wurde die subzellulédre Lokalisation auch im humanen
Tumorgewebe des Ovarialkarzinoms untersucht. Hierzu wurden die in der Publikation ,,The G-
Protein Coupled Estrogen Receptor (GPER/GPR30) is a Gonadotropin Receptor Dependent
Positive Prognosticator in Ovarian Carcinoma Patients* von Heublein et al. (2013)

veroffentlichten Daten zur GPER Immunohistochemie hinsichtlich der subzellularen Lokalisation
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ausgewertet (75). Die Lokalisation von GPER im Zytoplasma und auf der Zellmembran konnte,
wie bereits bei den Ovarialkarzinom Zelllinien, ebenfalls im Ovarialkarzinomgewebe gezeigt

werden.

Es bleibt noch zu untersuchen, ob intrazellulares und membran-gebundenes GPER Signalwege
aktiviert, die unterschiedliche zellulare Signale produzieren (46, 105). In diesem Kontext wurde
in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die subzelluldare Lokalisation des GPERs einen
potenziellen Einfluss auf die Pathogenese des HGSOCs haben konnte. Hierbei wurde die
subzelluldre Lokalisation (Zytoplasma, Membran, beide) von GPER mit dem Gesamtiberleben
und den klinisch-pathologischen Merkmalen des HGSOCs korreliert. Es zeigte sich jedoch keine
signifikante Assoziation zwischen der subzelluldren Lokalisation des GPERs und dem FIGO
Stadium, dem TNM Stadium und dem Gesamtlberleben. Es wadre interessant, diese
Untersuchungen bei einer grofReren Stichprobe von Patientinnen zu wiederholen und somit zu
priifen, ob dann eine Assoziation zwischen diesen Variablen in HGSOCs besteht. Anhand der
Uberlebenskurven ist zu sehen, dass die 5-Jahres Gesamtiiberlebensraten im untersuchten
Kollektiv schlechter als die in der Literatur genannten 5-Jahres Gesamttiberlebensrate von 40 —
45 % waren (1). Dies konnte daran liegen, dass das fiir die Uberlebensanalyse untersuchte
Kollektiv aus HGSOC Patientinnen bestand, wohingegen sich die 40 - 45 % auf

Ovarialkarzinompatientinnen im allgemeinen bezieht (1).

GPER vermittelte Regulation des MAPK-Signalwegs

In dieser Arbeit wurden OVCAR-3 Zellen fur 5 und 10 Minuten mit 4-OHT und mit dem
selektivem GPER Agonist G1 stimuliert (87). Interessanterweise zeigte sich bei beiden
Stimulanzien bereits nach 5 Minuten eine vermehrte Phosphorylierung von CREB im Vergleich
zu den nicht-stimulierten Zellen. Dieses Ergebnis deutet auf eine mégliche Stimulation von GPER
durch beide Substanzen (G1 und 4-OHT) in Ovarialkarzinomzellen hin. Unterstitzt wird dies
durch den derzeitigen Kenntnisstand, dass GPER schnelle nicht-genomische Signale innerhalb von
Sekunden bis Minuten nach Zellstimulation aktivieren kann, wie bereits in den oben genannten

Ergebnissen dargestellt (45).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten zudem, dass in Ovarialkarzinomzellen durch eine 5-minutige
G1 oder 4-OHT Stimulation, CREB und ERK 1/2 (Komponenten des MAPK-Signalweges)
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vermehrt phosphoryliert bzw. aktiviert werden konnten. Dies weist auf eine mdgliche Regulation
des MAPK-Signalwegs durch die Aktivierung von GPER hin, da bekannt ist, dass sowohl G1 als
auch 4-OHT GPER stimulieren. Die Aktivierung des Signalwegs durch Tamoxifen kdnnte jedoch
auch durch die Stimulation weiterer Rezeptoren verursacht worden sein, da Tamoxifen, anders als
G1, nicht ausschlielich GPER stimuliert. Weitere Studien haben bereits gezeigt, dass GPER den
MAPK-Signalweg in anderen Zellen aktivieren bzw. modulieren kann - z.B. in Neuronen,
Nierenzellkarzinomzellen,  Ostrogenrezeptor-negativen ~ Mammakarzinomzellen, und in
Endometriumkarzinomzellen (84, 106-108). Dies unterstiitzt die Hypothese, dass GPER den
MAPK-Signalweg in Ovarialkarzinomzellen aktivieren kann. Ein genauer Mechanismus der
Aktivierung des MAPK-Signalwegs durch GPER Stimulation kann von den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit nicht hergeleitet werden, jedoch belegen andere Studien, dass der MAPK-
Signalweg von GPER durch die Transaktivierung von EGFR aktiviert wird (109). Da EGFR
bereits in der untersuchten Zelllinie OVCAR-3 nachgewiesen wurde, sind die Ergebnisse der
Untersuchung dieser Arbeit in Ubereinstimmung mit der oben erwahnten Information bzgl. dieses
Mechanismus (110).

Wie bereits in Kapitel 1 beschrieben, spielt die Dysregulation des MAPK-Signalwegs eine
wichtige Rolle bei der Tumorentstehung in vielen Krebsarten, inklusive Ovarialkarzinomen (67,
68). Eine abnormale MAPK-Signaliibertragung kann zu einer unkontrollierten Zellproliferation,
Apoptoseresistenz, und Resistenz gegen Chemotherapie fuhren (67). Der MAPK-Signalweg ist
daher ein attraktives therapeutisches Ziel in der Krebstherapie und aktuell wird der Entwicklung
von Therapien, die auf diesen Signalweg zielen, eine groRe Aufmerksamkeit gewidmet (68).
Interessanterweise wurde in Studien bereits gezeigt, dass MUC1 ebenfalls den MAPK-Signalweg
aktivieren kann (73, 74). Das gezielte ,,Targeting* von MUC1 mit Gatipotuzumab koénnte daher
auch den MAPK-Signalweg modulieren (111).

Tamoxifen und Gatipotuzumab konnten ihre Wirkung im Rahmen einer kombinierten Therapie

gegenseitig verstarken

In Vorarbeiten wurde bereits gezeigt, dass im Ovarialkarzinomgewebe GPER (und ER alpha)
Expression mit der Membranexpression von TA-MUC1 korreliert (72). In Ubereinstimmung

damit wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der Immunzytochemie gezeigt, dass GPER und TA-MUCL1
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in allen vier auf TA-MUCL1 gefarbten Zelllinien (COV-318, Ov-90, OVCAR-3 und SKOV-3)
vorhanden waren. Interessanterweise hatten beide Proteine (GPER und TA-MUC1) auch ahnliche
subzellulare Lokalisationen, was auf eine mogliche physische Interaktion zwischen den beiden
deuten konnte. Unterstitzt wird dies durch die Ergebnisse der durchgefihrten
Doppelimmunfluoreszenz, die eine Kolokalisation von TA-MUC1 und GPER in Form von fokalen
Kondensationen an der Zellmembran bei zwei der vier Ziellinien gezeigt hat. Obwohl diese
Kolokalisation Hinweise auf ein potenzielles Zusammenspiel zwischen TA-MUC1 und GPER in
Ovarialkarzinomzellen liefert, missten noch weitere unterstiitzende Untersuchungen durchgefiihrt
werden, z.B. ein Proximity Ligation Assay, um diese potenzielle Interaktion im Ovarialkarzinom

zu bestétigen (72).

Um zu untersuchen, ob Tamoxifen und Gatipotuzumab als potenzielle Kombinationstherapie
fungieren konnten, wurden Ovarialkarzinomzellen mit 4-OHT und Gatipotuzumab jeweils als
Monotherapie, sowie mit 4-OHT wund Gatipotuzumab zusammen in Form einer
Kombinationstherapie behandelt. In der Zellviabilitats-Untersuchung wurde bei allen vier
Zelllinien ein 42 kD GPER Protein (siehe Abbildung 8B und Erganzende Abbildung 2), sowie
eine Koexpression von GPER und TA-MUC1 nachgewiesen (siehe Abbildung 15). 4-OHT und
Gatipotuzumab  zeigten  beide als  Monotherapie  antiproliferative  Effekte  auf
Ovarialkarzinomzellen. Tamoxifen hat eine aktivierende Wirkung auf GPER und eine
selektivmodulierende Wirkung auf ERa. (112). 4-OHT, der aktive Metabolit des Tamoxifens, hat
die Zellviabilitit in allen vier Zelllinien signifikant reduziert (80). Dies ist in Ubereinstimmung
mit einer weiteren Studie, die ebenfalls gezeigt hat, dass Tamoxifen in dstrogenrezeptorpositiven
Ovarialkarzinomzellen eine antiproliferative Wirkung hat (75). Gatipotuzumab hat die
Zellviabilitat in der OV-90 Zelllinie signifikant reduziert, zeigte aber keine signifikante Reduktion
in den restlichen Zelllinien. Dies ist in Ubereinstimmung mit dem im Kapitel 1.3.4. erwéhnten

heterogenen Effekt der Gatipotuzumab Monotherapie (60, 61).

Im Vergleich zu den beiden Einzeltherapien (mit Gatipotuzumab und 4-OHT) hat die kombinierte
Therapie einen signifikanten antiproliferativen Effekt auf die Ovarialkarzinomzellen gezeigt. In
den SKOV-3 und OVCAR-3 Zelllinien war der antiproliferative Effekt der kombinierten Therapie
numerisch groRer als die Summe der individuellen Effekte der jeweiligen Monotherapien. Dieses
Ergebnis war jedoch nicht signifikant. Diese Ergebnisse liefern dennoch Hinweise darauf, dass das

zum Tamoxifen zusatzlich gegebene Gatipotuzumab die antiproliferative Wirkung von Tamoxifen
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additiv unterstlitzen kann, und somit ein guter Kombinationspartner zu Tamoxifen in der

Behandlung vom Ovarialkarzinom sein konnte.

Da Ergebnisse aus bisherigen Studien das Bestehen eines moglichen Zusammenspiels zwischen
MUC1- und Ostrogenrezeptor-Signalwege in Karzinomzellen zeigten, ist es nicht
unwahrscheinlich, dass der Effekt zwischen Tamoxifen und Gatipotuzumab nicht nur additiv ist,
wie in den vorliegenden Ergebnissen gezeigt, sondern auch eine komplexere Interaktion aufweist
- was zu einer verstarkten Wirkung fiihren kénnte (38, 39). Es wurde z.B. nachgewiesen, dass
MUC1 mit EGFR interagiert (beispielsweise durch die Stimulierung von EGFR Expression und
EGFR Signalwege im Endometriumkarzinom) (113). In diesem Kontext wurde in einer vorherigen
Studie bereits gezeigt, dass Anti-MUC1-Antikorper Signalwege des EGFRs in Krebszellen
inhibieren konnten (71). Interessanterweise wurde festgestellt, dass GPER sogar physisch mit
EGFR auf Krebszellen interagiert (114). Studien zeigten zudem, dass aktiviertes GPER mit der
EGFR/ERK 1/2 Signalkaskade interagieren kann und somit die Zellproliferation in Karzinomen
beeinflusst (115, 116). Darlber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass MUC1-C an ERa binden und
die Auswirkungen vom Tamoxifen auf die ERa vermittelte Transkription abschwéchen kann (93).
Interessanterweise stutzten die Ergebnisse dieser genannten Studie, dass die gezielte Inhibition
von MUC1-C die MUC1-C-induziierte Tamoxifen-Resistenz umkehren kénnte (93).

Dennoch liefern die Ergebnisse der Zellviabilitats Untersuchung in der vorliegenden Arbeit keinen
statistisch signifikanten Hinweis auf eine synergistische Wirkung von Gatipotuzumab und
Tamoxifen in Ovarialkarzinomzellen, und somit auch kein Anzeichen dafiir, dass diese
Medikamente die Wirkung des jeweils anderen verstarken. Die fehlende Signifikanz der
synergistischen Wirkung in den oben genannten Zelllinien kdnnte durch eine Reihe von Faktoren
beeinflusst sein. Wie bereits erwahnt, konnte die Wirkung des kombinierten ,targeting* des
MUC1s und GPERs von der Aktivierung des EGFR-Signalweges bzw. MAPK-Signalwegs
abhangig sein (71, 113-116). Die oben erwahnte fehlende Signifikanz kénnte daher durch die
Wirkungen von EGFR verursacht sein, dessen Expression auf den Zellen in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen wurde. Um einen synergistischen Effekt der Kombinationstherapie genauer zu
untersuchen, konnte diese Untersuchung mit Ovarialkarzinomzellen von mehreren Zelllinien
wiederholt werden und alle verwendeten Zelllinien zusétzlich i.R. des Experiments auf EGFR

Expression gefarbt werden, um die Prasenz von EGFR zu beurteilen.
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Eine weitere Erklarung der 0.g. fehlenden Signifikanz kénnte auf eine unterschiedliche Menge an
GPER auf den untersuchten Zellen zurlickzufiihren sein. Obwohl GPER in allen Zelllinien
vorhanden war, war zunéchst die relative Menge an GPER, die in den Zellen der vier Zelllinien
vorhanden war, unbekannt. Eine unterschiedliche Menge an GPER kénnte eventuell einen Einfluss

auf das Ansprechen der Zellen auf die Tamoxifen Therapie gehabt haben.

Zusétzlich ist zu erwéhnen, dass der in vitro Effekt der Gatipotuzumab Therapie auf die
Zellviabilitat der untersuchten Zelllinie nicht den in vivo Effekt widerspiegelt. Das liegt daran,
dass Immuneffektor-Zellen, die auch eine Rolle im Gatipotuzumab anti-Tumor Wirkmechanismus
spielen, fehlen. Als nachster Schritt konnten in vivo Experimente oder in vitro Experimente mit

Immuneffektor-Zellen durchgefihrt werden.

Insgesamt zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit eine numerisch additive Wirkung wvon
Gatipotuzumab und Tamoxifen auf die Zellviabilitat (in vitro), wenn sie in Kombination zur
Bekampfung von  Ovarialkarzinomzellen eingesetzt wurden. Somit konnte eine
Kombinationstherapie mit diesen beiden Medikamenten mdglicherweise eine geeignete und

schonende Therapieoption fiir Patienten mit fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen sein.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund

Das Ovarialkarzinom hat die hochste Mortalitat von allen gynékologischen Malignomen. Da die
derzeitigen Chemotherapien nicht ausreichend effektiv in der Behandlung des fortgeschrittenen
Ovarialkarzinoms sind, werden viele dieser Patientinnen mit verschiedenen Therapien sukzessiv
behandelt. Diese Therapien sind mit kumulativen und irreversiblen Nebenwirkungen bei trotzdem
voranschreitender Erkrankung behaftet. Da bei diesen Patientinnen eine Heilung nicht mehr erzielt
werden kann und die Ansprechraten auf die verfligbaren Therapien niedrig sind, steht der Erhalt
der Lebensqualitdat im Fokus der Behandlung. Es besteht ein hoher Klinischer Bedarf an
nebenwirkungsarmen Therapiemdglichkeiten, die zumindest zu einer mittelfristigen Stabilisierung
dieser fortgeschrittenen Karzinome fuhren. Tamoxifen ist ein gut vertragliches Medikament, das
einen groRBen Erfolg in der Behandlung des hormonempfindlichen Mammakarzinoms zeigt.
Obwohl in Studien nur eine kleine Anzahl an Ovarialkarzinompatientinnen auf eine Tamoxifen
Therapie ansprechen, hat Tamoxifen im Vergleich zur Chemotherapie eine geringere Toxizitat und
sorgt fir eine bessere Lebensqualitdt, ohne einen Unterschied in der Effektivitdt der
Symptomkontrolle und im Gesamtiiberleben. Da MUC1- und Ostrogenrezeptor-Signalwege in
Karzinomzellen mdglicherweise interagieren, wurde untersucht, ob eine Kombinationstherapie
mit Gatipotuzumab das Ansprechen auf eine Tamoxifen Therapie erhthen kann (und umgekehrt)
und, ob dies eine effektive Kombinationstherapie in der Behandlung des fortgeschrittenen

Ovarialkarzinoms sein konnte.

Methoden

Zundachst wurde GPER mit Hilfe der Immunzytochemie in Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen
und seine subzelluldre Lokalisation untersucht. Die subzellul&re Lokalisation von GPER wurde
auch in bereits gefarbtem Ovarialkarzinomgewebe analysiert und es wurde geprift, ob diese
Lokalisation mit klinisch pathologischen Parametern assoziiert ist. Anschliefend wurde
untersucht, ob eine Stimulation mit Tamoxifen den MAPK-Signalweg in Ovarialkarzinomzellen

aktivieren kann. Da MUC1 ebenfalls den MAPK-Signalweg aktivieren kann, wurden weitere in-
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vitro Experimente durchgefiihrt, um die subzellulare Lokalisation von TA-MUCL1 in Bezug auf
GPER, und die Auswirkungen der Kostimulation von GPER und TA-MUCL1 auf die Viabilitat von

Ovarialkarzinomzellen, zu untersuchen.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Immunzytochemie zeigten eine hohe Prdavalenz von GPER in
Ovarialkarzinomzelllinien. Zudem konnte GPER sowohl im Zytoplasma als auch auf der
Zellmembran von Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden. Diese subzellulére Verteilung
konnte auch im Ovarialkarzinomgewebe bestétigt werden. Es wurde im Ovarialkarzinomgewebe
jedoch keine Assoziation zwischen der subzelluldren Lokalisation von GPER und klinisch-
pathologischen Merkmalen festgestellt. Die Ergebnisse der in-vitro Stimulationen von
Ovarialkarzinomzellen mit Tamoxifen zeigten Hinweise auf eine 0strogenrezeptor-abhéngige
Aktivierung des MAPK-Signalwegs, mdglicherweise durch eine GPER Stimulation.
Interessanterweise war GPER mit TA-MUC1 koexprimiert und in zwei der vier untersuchten
Zelllinien auch kolokalisiert. Eine kombinierte Behandlung von Ovarialkarzinomzellen mit
Tamoxifen und Gatipotuzumab zeigte eine additive Wirkung der beiden Medikamente auf die
Zellviabilitat, jedoch keinen Hinweis auf eine Interaktion, z.B. in Form von Synergismus,
zwischen der GPER und MUCL1 Stimulation.

Schlussfolgerung

Insgesamt deuten die Koexpression und Kolokalisation von GPER und TA-MUC1 in den
Ovarialkarzinomzellen auf ein mdgliches Zusammenspiel hin. Als diese Zellen mit einer
Kombinationstherapie mit Tamoxifen und Gatipotuzumab behandelt wurden, wurde jedoch kein
Synergismus festgestellt. Dennoch zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit eine additive Wirkung von
Gatipotuzumab und Tamoxifen auf die Zellviabilitat (in vitro), wenn sie in Kombination eingesetzt
wurden. Somit konnte eine Kombinationstherapie mit diesen beiden Medikamenten
maoglicherweise eine geeignete und schonende Therapieoption fur Patientinnen mit
fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen sein. In-vivo Versuche sind jedoch notwendig, um die

Effektivitat dieser Kombinationstherapie beim fortgeschrittenem Ovarialkarzinom zu bestétigen.
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7. Abklrzungen und Akronyme

L@ ] I PP P PO PPUPPPPPPRN 4-Hydroxytamoxifen
ABC-METNOUE. .. .iiiiiiiiiee ettt s e s sb e e s ereee e e Avidin-Biotin-Komplex Methode
ADCC ittt e e e e e Antikorperabhdngige zellvermittelte Zytotoxizitat
ADCP e e e e e e e e s Antikdrperabhangige zellulare Phagozytose
L X OSSR 3-Amino-9-ethylcarbazol
BCIP e e 5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salz
(07 72 T T U U U TP PP PP Cancer-Antigen 125
(o] ] N R Komplementare DNA
(0 - SRR cAMP response element-binding protein
DY o] PRSPPSOt 4',6-diamidino-2-phenylindole
DIMEM .ottt et et Dulbecco’s modifiziertes Eagle Ndhrmedium
1YY © LSRR Dimethyl Sulfoxid
o OO PPPPP R PPPPPPPPPON Ostrogenrezeptor
ERK oo Extrazelluldre signalregulierte Kinase, extracellular-signal regulated kinases
o O P PP PPPPPPPPPN Fetales Kalbserum
G O S UUTRN Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
G Histologischer Differenzierungsgrad

(G- 111X oo 3 PRSP Tn Antigen
GalBL-3GaINACOL- ..ottt e e st ee e e s e e e e e areeas Thomsen-Friedenreich Epitop
GAPDH. ...ttt aae s Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
L€ ] 2 IR Gonadotropin-Releasing-Hormon-
] 2 1 SRR G-Protein-gekoppelter Rezeptor
LG o =1 RSP SP G-Protein-gekoppelte Ostrogenrezeptor
HBSS ettt ettt ettt et e st s b e s be e e s be e sbt e e s abeesbaeesabeenane Hanks' Balanced Salt Solution
[ (G Y © L G High-grade serdses Ovarialkarzinom
HRD ettt e e e e ate e e e e ba e e e e eabe e e e e ate e e e enres Homologous recombination deficiency
(10T 1Y P im lebenden Organismus
IRS SCOT@. ..ttt e e e e et e e e e e e e bnb e et e e e e e e e nnreeeeeeas Immunreaktiver Score
]\ PSPPI PPPPPPPPTROt Jun amino-terminale Kinase
[T O 1 OSSR Low-grade serdses Ovarialkarzinom
YA PSR Mitogen-aktivierte Proteinkinase
IMIAPKK ..ottt ettt ettt e ettt e e et e e e et e e e e e tteeeeeataeeeessaeeeeeateneannes Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase
MAPKKK oottt e e e nrrae e e e e e e e Mitogen-aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase
Y ] 2 PSP SP Membrane Desalting Buffer
L0021 TR Messenger RNA
IVIRT ettt ettt et et e e et et et e e e ee e e e e e e e et e s e e e aeseaeaeeeseeeeeeeeeaeeeeeeeseeeseeeeeseeenees Magnetresonanztomographie
IMIUGCT ettt e ettt e e e e e e e bbbttt e e e e e s e bbb et e e e e s e e nnbaaeeeeeessasnnrenaeeeesssanannne Mucin 1
IMUCL-C ettt ettt et sttt et st e st e sba e s sabe e sabeesbbeesabaesnseenas MUC1 transmembrane C-terminal
N BT ettt ettt ettt sre e et e e st e 