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Einleitung

1 Einleitung

Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung bei Frauen mit einem Anteil von 24% an den
Krebsneuerkrankungen von Frauen. Jahrlich erkranken in Deutschland mehr als 47.500
Frauen an Brustkrebs. Fir die Vereinigten Staaten von Amerika wurden von Jemal et al.
(2008) fur 2008 182.460 Erkrankungen angenommen und 40.480 durch Brustkrebs
verursachte Todesfalle. (Arbeitsgemeinschaft Bevélkerungsbezogener Krebsregister in
Deutschland 2004; Gesundheitsberichterstattung des Bundes-Robert Koch Institut Mai 2005).
Ein Hauptfaktor fir die Entstehung von Brustkrebs ist die lebensléngliche Exposition
gegentiber Estrogenen. Deshalb entwickeln Frauen diese Krebserkrankung 100mal haufiger
als Manner (Santen et al. 2007). Brustkrebs bei Mannern ist demgegeniber so selten, dass
sich internationale Experten Uber die genaue Zahl nicht einig sind. Etwa zwischen einem
halben und einem Prozent aller Brustkrebsdiagnosen werden bei mannlichen Patienten
gestellt.

Auch fir die weitere Tumorprogression haben Estrogene eine hervorragende Bedeutung, da
in etwa zwei Drittel aller Mammakarzinome Estrogenrezeptoren nachgewiesen werden
kénnen und das Wachstum dieser Mammakarzinome Estrogen-abhangig ist (Henderson et
al.1988; Carlstom 1984). Diese besondere Bedeutung spiegelt sich wider in dem Erfolg der
Therapie mit Estrogenrezeptor-Antagonisten und in der prognostischen Bedeutung des
Steroidrezeptorgehalts der Tumorzellen (Duffy 2005).

Die groBe Mehrheit von Mammatumoren entsteht nach der Menopause, obwohl in der
Postmenopause der Spiegel freier Plasmaestrogene unter dem biologisch wirksamen Niveau
liegt. Dieser scheinbare Widerspruch der Estrogenabhangigkeit und der hohen Altersinzidenz
der Mammatumore erklart sich aus der Tatsache, dass die Plasmakonzentrationen von
sulfatierten Steroiden auch in diesem Lebensabschnitt in relevantem MaB erhalten bleiben.
Abweichend von dem Dogma der ovariellen Estrogensynthese hat sich herausgestellt, dass
die benétigten Estrogene im Tumorgewebe selbst aus diesen sulfatierten Steroiden gebildet
werden. Es sind in erster Linie Estron-3-Sulfat (E;S) und Dehydroepiandrosteron-Sulfat
(DHEAS), ein Androgen aus der Nebenniere. Dieser Vorgang wird als intrakrine
Estrogensynthese bezeichnet. Es wird angenommen, dass die intrakrine Synthese von
Estrogenen in peripherem Gewebe vor der Menopause etwa 75 % und in postmenopausalen
Frauen nahe 100 % der gesamten Estrogenbildung ausmacht (Labrie 1991).

Waéhrend die freien Steroide Estron (E,), Estradiol (E,), Estriol (Es) und Androstendiol den
intrazellularen Estrogenrezeptor (ER) durch Diffusion erreichen und aktivieren kdnnen
(Krishnan et al. 2000), ist die intrakrine Hormonproduktion aus den Vorlaufermolekilen E;S
und DHEAS auf Transportsysteme angewiesen, da diese Molekiile aufgrund ihres pkA als gut
wasserldsliche Substanzen die Zellmembran nicht durch Diffusion passieren kénnen.
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Bisher ist der Transportmechanismus der sulfatierten  Steroidhormone an
Brustdrisentumorzellen noch weitgehend ungeklart. Fiir den intrazelluldr gerichteten Import
kommen unter anderem der in GieBen klonierte Sodium-dependent Organic Anion
Transporter (SOAT, Geyer et al. 2004) in Frage. Dieses 2004 am Institut fir Pharmakologie
und Toxikologie des Fachbereichs Veterindrmedizin an der Justus-Liebig-Universitat in
GieBen klonierte Transporter vermittelt bei Expression in HEK293-Zellen einen Natrium-
abhéangigen Transport der sulfatierten Steroide E;S, DHEAS und Pregnenolonsulfat (PREGS)
(Geyer et al. 2007). Es gehdrt zu der Transporterfamilie SLC10 und wird hier auch als
SLC10A6 bezeichnet.

Durch den Nachweis der SOAT-Expression in Mammatumorgewebe (Meerkamp et al. 2008)
stellt sich die Frage, ob SOAT funktionell an der intrakrinen Steroidsynthese in Estrogen-
abhangigen Mammatumoren beteiligt ist.

Um diese Frage zu beantworten wurden als Modell die Zelllinien T47D und MCF7 gewahlt.
Diese Linien zeigen neben einer Stimulierbarkeit durch freie Estrogene auch eine Steigerung
der Proliferation durch die sulfatierten Steroide E;S und DHEAS. In zwei parallelen Ansatzen
sollte zum einen der Einfluss einer SOAT-Uberexpression und zum anderen der Einfluss einer
Unterdriickung der Expression durch Anwendung der RNA-Interferenz auf das

Proliferationsverhalten unter sulfatierten Steroiden untersucht werden.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Estrogensynthese bei der Frau

Estrogene sind von ihrer Struktur Steroidhormone. Zu den wichtigsten natlrlichen Estrogenen
zahlen Estron (E;), Estradiol (Ez), und Estriol (Es). Bei der pramenopausalen Frau sind die
Granulosazellen des reifenden Follikels der Ovarien der Hauptort der Estrogenbiosynthese.
Wahrend der Schwangerschaft findet die Synthese auch in der Plazenta statt. Weitere
Syntheseorte sind das ZNS (Zentrales Nervensystem), die Muskulatur, die Leber, das
Endometrium, das Unterhautfettgewebe und in geringem MaBe die Nebennierenrinde (NNR).
Neben diesen Estrogenen werden auch von der Frau, vor allem in der Nebenniere, auch
Androgene gebildet. Hierbei handelt es sich in erster Linie um DHEA. Mit Hilfe der
Sulfotransferase erfolgt zum Teil in der Nebennierenrinde (NNR), aber auch in der Leber die
Sulfokonjugation von DHEA zu DHEAS an Position 3 des Sterangerlsts, welches das
haufigste zirkulierende Steroid des Menschen und anderer Primaten ist (Satoh et al. 2005).
Analog wird auch E; zu E;S metabolisiert. Diese E;S stellt die groBe Mehrheit der
zirkulierenden Estrogene, unabhangig ob pra- oder postmenopausal (Sasano et al. 2006).
Durch die Abspaltung des Konjugats mit Hilfe der Steroidsulfatase werden Estrogene bzw.
Androgene wieder bioverfigbar.

Vor der Menopause findet Estrogen- und Progesteronbildung in den Ovarien statt. Sie wird
vom Hypothalamus Uber die Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) und dem
Hypophysenvorderlappen (HVL) (ber das follikelstimmulierende (FSH) und luteinisierende
Hormon (LH) gesteuert. Der Transport der Estrogene im Blutplasma erfolgt zum gréBten Teil
durch die Kopplung an entsprechende Transportproteine, Steroidhormon-bindene Globuline
(SHGB) oder Albumine. Estrogene binden mit unterschiedlicher Affinitdt an SHGB oder
Albumine. Im Zytosol oder Zellkern erfolgt die Kopplung des Estrogens an einen spezifischen
Rezeptor. Die Hormon-Rezeptor-Komplexe binden an DNA-Abschnitte und steuern die
Expression bestimmter Gene.

Nach der Menopause kommt die ovarielle Estrogenproduktion fast zum Erliegen. Estrogene
werden dann in erster Linie durch die Freisetzung bzw. Konvertierung von E1S oder DHEAS
erzeugt. Diese Synthese von Estrogenen findet hauptséachlich in peripheren Geweben statt.
Diese sind Haut, Muskel, Fett, Knochen und die Brustdriise. Sie wird durch das Enzym
Aromatase, ein Mitglied der Cytochromperoxidasen, katalysiert (Sasano et al. 2006). E;S hat
mit 10-12 h eine relativ lange Halbwertszeit im peripheren Blut, insbesondere im Vergleich mit
Estradiol (E,), welches eine Halbwertszeit von 20 min hat (Woo et al. 1996). Die natlrliche
Plasmakonzentration von E;S ist zudem 10-fach hdher, als diejenige des unkonjugierten
Estrons (E4) oder des E, (Suzuki et al. 2003-A).
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2.2 Mammakarzinome

2.2.1 Aligemeine Genese

Wahrend in der Altersgruppe bis 45 Jahre nur 20,8 Erkrankungen pro 100.000 Personen
beobachtet werden, treten bei den 45-60-jahrigen 186,7 und bei den 60-75-jahrigen 238,5
Erkrankungen pro 100.000 Frauen auf (Arbeitsgemeinschaft Bevoélkerungsbezogener
Krebsregister in Deutschland 2004; Gesundheitsberichterstattung des Bundes Robert Koch
Institut Mai 2005). Diese Zunahme weist die gleiche alterskorrelierte Steigerung auf, die
durchschnittlich flr alle erfassten Krebserkrankungen festzustellen ist.

Mammatumore zeigen zu ~95 % ein primar Estrogen-abhéngiges Wachstum. Dies kann im
Verlauf der Erkrankung verlorengehen, so dass der Tumor Estrogen-unabhangig wird. Zwei
Drittel der Mammatumore zeigen jedoch dauerhaft eine Estrogenabhangigkeit. Die
Estrogenabhéangigkeit ist bemerkenswert, da sie der Altersinzidenz auf den ersten Blick zu
widersprechen scheint. Die Frauen in der Altersgruppe mit der hdchsten Inzidenz befinden
sich in der Postmenopause, in der die Plasma-Estrogenspiegel sehr niedrig sind. Es wurde
von verschiedenen Autoren gezeigt, dass bei postmenopausalem Auftreten von Brustkrebs
die Estradiolgehalte in dem entarteten Gewebe mit bis zu 1,4 pmol/g deutlich Gber dem
Plasmaspiegel von 0,06 pmol/ml liegen (Tab. 1 und 2).

Tab. 1: Plasma-Estrogenkonzentrationen bei gesunden Frauen und Brustkrebs-Patientinnen
in pmol/ml (Ubersicht von Pasqualini et al. 1996)

Estron Estradiol Estrone-3-sulfate

gesund Brustkrebs gesund Brustkrebs gesund  Brustkrebs

Premenopausal
Follicularphase 0.16+0.04 0.19+0.08 0.25+0.07 0.21+0.13 1.86+0.50 3.64+1.17
Lutealphase 0.21+0.04 0.21+.0.04 0.35+0.08 0.23+0.06 4.17+0.21 3.97+1.88
Postmenopausal

0.12+0.04 0.17+0.05 0.04+0.02 0.06+0.03 0.52+0.13 0.37+0.19

Tab. 2: Brustgewebs-Estrogenkonzentrationen in Brustkrebsgewebe in pmol/g (Ubersicht von
Pasqualini et al. 1994 und 1996)

Estron Estradiol Estrone-3-Sulfat
Premenopausal 1.40£0.08 1.20£0.60 1.2710.36
Postmenopausal 1.00£0.15 1.40£0.70 3.35+1.85

Die intratumoralen Estradiolniveaus von premenopausalen und postmenopausalen
Brustkrebs-Patientine sind nicht bedeutsam verschieden, aber das intratumorale
Estradiol/Estron Verhéltnis ist in postmenopausalem Brustkrebsgewebe signifikant héher als
in premenopausalem (Miyoshi et al. 2001). Das Verhaltnis zwischen der

4
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Estradiol-Konzentration zwischen entartetem Gewebe und Plasma ist in premenopausalen
Mammakarzinomen 5:1 wahrend es in postmenopausalen Mammakarzinomen 23:1 betragt
(Pasqualini et al. 1996; Pasqualini 2004). Vergleicht man die Konzentration von Estradiol in
Brustkrebs-Gewebe und Arealen des Brustgewebes, welche morphologisch als normal
angesehen wurden, so liegen sie im ersteren 2,3-mal hdéher (Chetrite et al. 2000).

Der scheinbare Widerspruch zwischen Altersinzidenz und Estrogenabhangigkeit kénnte damit
erklart werden, dass zahlreiche Gewebe, unter anderem auch gesundes und entartetes
Brustkrebsgewebe, die nétige Enzymausstattung besitzen, um aus Steroidsulfaten wie E;S
und vor allem DHEAS Estrogene zu bilden.

Tumorentstehung im  Allgemeinen  findet nur statt, wenn das mehrstufige
Uberwachungssystem des Organismus ausgeschaltet wird. Das wohl bekannteste
Tumorsuppressorgen ist das p53 — ein Transkriptionsfaktor. Es ist entscheidend an der
Steuerung des Zellzyklus beteiligt. Mehr als die Halfte aller Tumoren weist Mutationen im p53-
Gen auf (Hollstein et al. 1991). Infolge dieser Mutationen kann es sowohl zu einem
Funktionsverlust (,lost of function®) fir Wildtyp-p53 als auch zu einem Funktionszugewinn
(»gain of function®) kommen, in dem die Expression eines verdnderten Proteins mit neuer,
onkogener Eigenschaft resultiert (Roemer 1999). p53 liegt als multifunktionelles, nukleares
Protein in ungestressten Zellen inaktiv und in sehr geringen Konzentrationen vor. Man ordnet
ihm eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Aufrechterhaltung der Zellfunktion und des
Zellzyklus zu. p53 wird durch zahlreiche genotoxische Stressfaktoren wie z.B. DNA-
Schadigungen (Nelson et al. 1994), Hypoxie (Graeber et al. 1996), Bestrahlung,
Onkogenaktivierung (Lowe et al. 1993), Hitzeschock sowie Applikation von Zytostatika
(Vogelstein et al. 2000; Vousden 2002) aktiviert. Diese Aktivierung auBert sich in einem
raschen Anstieg der p53-Konzentration in der Zelle und in der Induktion von p53 als
Transkriptionsfaktor. p53 triggert somit verschiedene zelluldre Reaktionen. Dazu z&hlt
hauptséachlich Wachstumshemmung durch das Anhalten des Zellzyklus oder die Apoptose.
Zusatzlich spielt p53 eine Rolle in der zellularen Differenzierung (Almog et al. 1997), der DNA-
Reparatur und somit der Genomstabilitdt (Tanaka et al. 2000), der Inhibierung von
Angiogenese (el-Deiry 1998), als auch bei der Wachstumsunterdriickung von Tumoren (Zhu
et al. 1999). Damit ist p53 ein wichtiges Kontrollprotein der Zelle, das auf DNA-Schadigungen
reagiert, in dem es das Weiterwachsen der geschadigten Zelle verhindert (Levine 1997).
Kommt es zu chemischen Veranderungen der DNA, fiihrt dies zu einer Akkumulation von p53
durch verlangsamten Abbau. Durch die schnelle Akkumulation groBer Mengen des Proteins
werden wiederum im Zellkern bestimmte Gene aktiviert. Diese Gene, p53-reguliert, fihren
ihrerseits entweder zu einem Stop des Zellzyklus der geschadigten Zelle bis
Reparaturmechanismen den genomischen Schaden ausgebessert haben oder sie induzieren

den programmierten Zelltod (Apoptose), falls der Schaden zu groB ist. In jedem Fall miissen
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diese Kontrollmechanismen die Weitergabe des genomischen Schadens an die Tochterzellen
wahrend der Mitose und somit die Entstehung von verdndertem, genetisch instabilem Genom
verhindern, da diese Zellen sonst ein hohes Risiko fiir einen Ubergang in Tumorzellen
besitzen wiirden. Somit besitzt p53 entscheidende regulatorische Funktionen, welche an den
Restriktionspunkten des Zellzyklus wirksam werden: Zum einen am Restriktionspunkt vor der
S-Phase des Zellzyklus, wo es zur DNA-Neusynthese und somit zur Bildung eines neuen
DNA-Stranges kommt und zum anderen vor der Mitose, in welcher das genetischen Material
auf die Tochterzellen verteilt wird. Kommt es aber zu Stérungen dieser wichtigen
Kontrollpunkte, wird die genetische Information dauerhaft verandert, und Fehler, welche
sowohl in der Replikationsphase als auch in der fehlerhaften Verteilung des genetischen
Materials in der Mitose entstanden sind, werden durch die Weitergabe an die Tochterzellen
fixiert. Dann kommt es trotz auftretender Genomschaden zu keinen Reparaturversuchen und
auch die Apoptose kann nicht eingeleitet werden.

2.2.2 Form, Verlauf und Bedeutung des Brustkrebses

Viele verschiedene Faktoren flhren zur Brustkrebsentstehung. In der Reihe nach
Risikopotential: Familidre Belastung durch Brustkrebserkrankungen in der Verwandtschaft, ein
Alter Uber 50 Jahren, eine bereits aufgetretener gutartiger Mammatumor, Fettleibigkeit, hohe
Knochendichte, spate Schwangerschaft und Menopause, friihe Menarche sowie die Hormon-
Ersatztherapien (Santen et al. 2007). Unter den verschiedenen Krebsarten bei Frauen fiihrt
Brustkrebs am haufigsten zum Tode, besonders nach der Menopause. Estrogen ist ein
wichtiger Risikofaktor fir die Progression von Mammatumoren, zwei Drittel der
Brustkrebszellen sind sensitiv flir Estrogene, d. h. ihr Wachstum wird durch Estrogene
gesteigert (Henderson et al. 1980).

Eine hohe Konzentration von Estrogenen kann bereits die Entstehung und das Wachstum von
Brustkrebs férdern. Die karzinominduzierenden Eigenschaften der endogenen bzw. exogenen
Estrogene beruhen unter anderem auf der starken Estrogenrezeptor-abhangigen Stimulation
des Zellwachstums. Das heiBt, dass Estrogene Uber die Aktivierung des Estrogenrezeptors
(ER) die G1-Phase des Zellzyklus verkiirzen kdnnen, so dass sich die Zellen haufiger teilen.
Antiestrogene wie z.B. Tamoxifen® hemmen den ER und arretieren die Estrogen-abhangigen
Zellen (Osborne 1998). Mit zunehmender Zellproliferation nimmt durch die gestiegene Zahl
der Zellteilungen das Risiko fir Mutationen zu (Santen et al. 2009).

Ein Teil der Mammakarzinome exprimiert jedoch keinen ER und kann weder durch Estrogene
stimuliert noch durch Antiestrogene gehemmt werden; es handelt sich um
estrogenunabhangige Tumoren (Israel und Saez 1978). Neben Estrogenen existieren weitere
Risikofaktoren fur die Entstehung von Brustkrebs. Mit dem héchsten Risiko ist derzeit das
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Vorliegen einer Mutation des Tumorsuppressor-Genes BRCA1 (breast cancer 1) behaftet
(Hamann 2000).

Die meisten (ca. 95 %) der Mammatumore sind, unabhangig ob in pra- oder
postmenopausalen Frauen, zuerst hormonabhangig, wobei das Hormon Estradiol eine
entscheidende Rolle in ihrer Entwicklung und Progression spielt. Auch unter physiologischen
Bedingungen, bei der Brustzellproliferation, Menstruation oder der Reproduktion sind
Estrogene der priméare Anreiz fir die proliferierenden Zellen (Henderson et al. 1988). Wahrend
des reproduktiven Lebensabschnitts einer Frau stellen die Eierstécke den Hauptteil
systemischer Estrogene her. Diese Produktion der Estrogene nimmt nach den Menopause ab,
wahrend die Nebennieren weiter C19-Steroide synthetisieren, vor allem DHEA, und diese in
sulfatierter Form ins Blut abgeben (Le Bail et al. 1998). Auch wenn die Plasmakonzentration
von DHEAS mit dem Alter abnimmt, liegt der Plasmaspiegel von Méannern und Frauen im
fortgeschrittenen Alter noch bei ungefahr 1 uM (Ravaglia et al. 1996). Die Androgene der
Nebenniere kénnen in Estrogene umgewandelt werden. Eines der Schlisselenzyme fir diese
Estrogensynthese ist die Aromatase: Sie katalysiert die Umgestaltung von C19-Steroiden, wie
zum Beispiel Androst-4-en-3,17-dione (Adione) und Testosteron, zu E; bzw. E, (Abul-Hajj
1975; Joyeux et al. 1997).

In hormonabhangigen Zellen ist die Wechselwirkung des Hormons mit dem Rezeptormolekl
der grundlegende Schritt, um einen Hormon-Spezifischen Effekt hervorzurufen. Die Mehrheit
der Mammatumore kommt wahrend der postmenopausalen Lebensphase vor, wenn die
Eierstocke aufgehoért haben hormonell aktiv zu sein. In dieser Lebensphase sind die
Plasmaestrogenspiegel, wie oben bereits angefiihrt, sehr niedrig. Trotz des niedrigen Niveaus
von zirkulierenden Estrogenen, sind die Konzentrationen von E,, E, und deren Sulfaten (E;S,
E.S) in Mammatumorgewebe hoch, sogar mehrfach héher als diejenigen, die im Plasma oder
auch in Gebieten der selben Brust, die als gesund angenommen wurden, nachgewiesen
werden konnten. Dies fUhrte zu der Annahme, dass eine Biosynthese und Akkumulation
dieser Hormone im Brustkrebsgewebe selbst stattfindet (Ubersicht Pasqualini 2004).
Verschiedene Faktoren kénnten die Ansammlung der Steroide verursachen. So kénnte eine
héhere Aufnahme und Akkumulation aus dem Plasma und/oder eine lokale Bildung des
starken ER-Agonisten E, selbst aus Cholesterol oder ndheren Vorlaufermolekilen, z. B. E;S
dazu fUhren. Labrie et al. (1991 und 1998) konnten zeigen, dass es in Zellen zur Bildung von
aktiven Estrogenen aus den Vorlaufersubstanzen DHEAS und E;S kommt. Diese lokale
Bildung von Hormonen in den Zellen, in denen sie ihre Wirkung zeigen, wurde als intrakrine
Aktivitat (Intracrine activity) bezeichnet (Suzuki et al. 2003-A).
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2.3 Intrakrinologie

Da bei der postmenopausalen Frau die systemische Konzentration an (aktiven) Estrogenen
sehr niedrig ist, wurde von mehreren Arbeitsgruppen eine lokale Synthese aus (inaktiven)
Estrogensulfaten oder Androgenen im Brustgewebe angenommen (Le Bail et al. 1998;
Pasqualini et al. 1997; Suziki et al. 2005). Die Bildung aus Sulfaten wurde wegen ihrer
Schlisselenzyme, der Steroidsulfatase und der Aromatase als Sulfatase- bzw. Aromataseweg
bezeichnet. Beim Sulfataseweg wird das biologisch inaktive E;S intrazellular zu bereits
hormonell aktivem E; hydrolisiert und dann durch eine 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
(17BHSD) zum starksten endogenen ER-Agonisten E, reduziert (Santner et al.1984 und 1986;
Pasqualini et al.1997). Da die Konzentration an E4S mit 2,5-15 nM im Plasma (Remy-Martin et
al. 1983; Platia et al. 1984) etwa 10-fach héher liegt als die Konzentration der unkonjugierten
Estrogene, und die Plasmahalbwertszeit des E;S mit 10-12 h deutlich langer ist als die von E;
und E, (20-30 min) gilt E;S als wichtigstes Resevoir aktiver Estrogene (Ruder et al. 1972;
Geisler 2003).

Uber den Aromatase-Weg, werden Androgene aus der Nebenniere (DHEA, Androstendion)
durch die 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3BHSD), 178HSD und Aromatase in Estrogene
umgewandelt (Sasano et al. 1996; Labrie et al. 1998). Durch die Kombination beider Wege
wird auch DHEAS, welches das Hauptprodukt der Nebenniere darstellt und in einer ca. 100-
fach héheren Konzentration (2-10uM) als das unkonjugierte DHEA im Blut zirkuliert (Baulieu
1996), fur die Estrogensynthese =zuganglich. Dieser Weg ist insbesondere bei
postmenopausalen Frauen von Bedeutung, da im Alter die DHEAS-Konzentration nur wenig
abnimmt (2-3 uM) (Baulieu 1996; Morris et al. 2001), die Estrogensynthese in den Ovarien
aber fast véllig zum Erliegen kommt.

DHEAS zirkuliert auch nach der Menopause in mikromolaren Konzentrationen im Blut
(Ubersicht bei Labrie et al. 1998). Firr die Synthese von Estrogenen aus DHEAS werden
beide Stoffwechselwege beansprucht. Der erste Schritt, die Desulfatierung der Steroidsulfate,
wird durch die Steroid-Sulfatase vermittelt. Die Blockade der Steroid-Sulfatase ist aktuell
Gegenstand der Krebsforschung (Nussbaumer und Billich 2005).

Nach der Freisetzung der Steroide aus den Sulfatverbindungen liegen freies E; und DHEA in
der Zelle vor. E4, das selbst estrogene Aktivitadt besitzt, wird durch die 17BHSD in das
wirksamste endogene Estrogen E, umgewandelt. DHEA, von der Struktur ein Androgen, wird
primar durch die 3BHSD in Androstendion bzw. durch die 17BHSD in Androstendiol
umgewandelt. Androstendiol kann schlieBlich durch die 3BHSD in Testosteron umgewandelt
werden. Die beiden Androgene Androstendion und Testosteron sind Substrate der
Aromatase. Dieses Enzym ist nunmehr in der Lage, die A-Ringe der Androgene zu
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aromatisieren und somit E; (aus Androstendion) und E, (aus Testosteron) entstehen zu
lassen (Abb. 1).

KapillargefaB3
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Aromatase 3BHSD
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Abb.1: Die Stoffwechselwege von DHEAS und E;S zum Estradiol. (Nach Labrie et al. 1998
und Suzuki et al. 2005). 3BHSD: 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase,17B8HSD: 178-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase, DHEA: Dehydroepiandrosteron, DHEAS:
Dehydroepiandrosteron-Sulfat, E;: Estron, E,: Estradiol, E;S: Estron-3-Sulfat, 4-DION:
Androstendion, 5-DIOL: Androstendiol, ER: Estrogenrezeptor.
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2.3.1 Estrogenrezeptoren

Steroidhormone wirken Uber die Bindung an intrazelluldare, hoch affine Rezeptoren der
Steroidrezeptor-Superfamilie, einer Klasse ligandenabhangiger Transkirptionfaktoren (Beato
und Klug 2000; Legler et al. 1999). Zu dieser Gruppe gehéren alle Steroidrezeptoren. Sie
haben ihren Sitz im Nucleus und im Zytoplasma und wirken nach Ligandenbindung direkt auf
die Genexpression. Im Falle von Estrogen kommt es nach intrakriner Estrogen-synthese in
der Zelle zur Bindung an den Estrogenrezeptor (ER). Dieser liegt in Abwesenheit eines
Liganden zunachst gebunden an Heat-Shock-Proteine (HSP), wie HSP90, vor (Beato 1989;
Tsai und O'Malley 1994; Yamashita 1998). Die durch Estrogenbindung bewirkte
Konformationsénderung fuhrt zur Dissoziation der HSPs vom ER sowie anschlieBender
Homo- und Heterodimerisierung und Phosphorylierung des Rezeptors (Hall et al. 1999;
Osborne und Schiff 2005). Der humane Estrogenrezeptor besteht aus 595 Aminoséuren und
besitzt auf seiner Oberflache zwei verschiedene Bindungsdomanen, eine fiir den Liganden
(LBD) und eine fir die Bindung an die DNA (DBD). Bindet der Ligand an den Rezeptor, so
findet durch Phosphorylierung eine Konformationsénderung des Rezeptors statt. An der DNA-
Bindungsdomé&ne bilden Cystein und Zink einen Chelatkomplex, den sogenannten
"Zinkfinger", der die Bindung an die spezifischen DNA-Sequenzen, die ,estrogen response
elements” (ERE), ermdglicht. AnschlieBend erfolgt die Gentranskription (Jazaeri et al. 1999;
Legler et al. 1999). Der aktivierte Estrogen-Rezeptor-Komplex transloziert vom Zytoplasma in
den Zellkern und bindet dort an palindromische DNA-Sequenzen der Zielgene, die
sogenannten ,Estrogen Responsive Elements” (ERE) (Kumar und Chambon 1988). Diese
befinden sich bei den meisten Genen in der Promotorregion nahe dem Transkriptionsstart.
Durch die Interaktion des Rezeptordimers mit den EREs im Promotorbereich wird die
Transkription der korrespondierenden Gene herunter- oder heraufreguliert, was zu einer
veranderten Expression der von diesen Genen kodierten Proteine fiihrt (Mangelsdorf et al.
1995; Beato et al. 1995; Beato und Klug 2000). Durch die Ligandbindung wirken die
Rezeptoren als Transkriptionsfaktoren und induzieren Gene, die z. B. in der Zellproliferation,
der Differenzierung und der Apoptose eine Rolle spielen (Mangelsdorf et al. 1995). Die
transkriptionelle Aktivitdt des ERP erreicht jedoch nur ca. 20 — 60 % der Aktivitdt des ERa
(Hall et al. 1999), und der ERB ist in vielen Geweben geringer exprimiert als der ERa (Kuiper
und McDonnell 1996). Je nach Autor sind fast alle Mammakarzinome (ca. 95-97 %,
Henderson et al. 1988) bzw. ungefahr 2/3 (Roodi et al. 1995) zumindest in friihen Stadien
hormonabhangig bzw. ER-positiv.
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2.3.2 Steroid Sulfatase (STS)
Steroid Sulfatase (STS) ist ein Enzym, das die Abspaltung einer Sulfatgruppe an Position 3

von Steroiden vermittelt. So hydrolysiert sie zum Beispiel E1S, DHEAS und Cholesterin-Sulfat
(Reed et al. 2005). Die zirkulierende Hauptform von Plasmaestrogenen in postmenopausalen
Frauen ist E;S, eine biologisch inaktive Form des E;, das durch diese Reaktion in seine
biologisch aktive Form Uberflhrt wird. Das Niveau des E;S ist 5-10 mal héher als dasjenige
von unkonjugierten Estrogen wie E;, E; und E; wahrend des Menstruationszyklus und auch in
postmenopausalen Frauen (Pasqualini 2004; Ruder et al. 1972). Somit spielt die STS eine
wichtige Rolle bei der Bildung biologisch aktiver Steroide, die beteiligt sind an physiologischen
und auch pathologischen Prozessen, wie dem Wachstum von Mammatumoren. STS
katalysiert E;S zu E; im Brust-Karzinom (Abb. 1), und trdgt damit zur Ilokalen
Estrogenproduktion bei. Das STS-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und seine
Inaktivierung ist fir die X-chromosomale rezessive kongenitale Ichthyose, eine
Verhornungsstérung, verantwortlich (Hoffmann und Happle 1999). Das Enzym st
mikrosomalen Ursprungs und leistet einen Hauptbeitrag zu intrakrinen Estrogensynthese in
hormon-abhangigen bdsartigen Geweben und es wird angenommen, dass es ubiquitar
exprimiert wird. Enzymatische Aktivitdt von STS wurde in der groBen Mehrheit von
Mammatumoren entdeckt, und sie ist betrachtlich héher als die Aktivitat der Aromatase in
Mammatumoren (Santner et al. 1984; Evans et al. 1994). Untersuchungen von humanen
Gewebeproben zeigen, dass in malignem Brustgewebe die STS signifikant héher exprimiert
ist als in gesundem Gewebe (Pasqualini et al. 1997; Utsumi et al. 2000). Wenig ist bekannt
Uber die Regulation seiner Expression und Aktivitdt. IL-6 (Interleukin-6) und TNFa (Tumor
Nekrosis Faktor-a) stimulieren die STS Aktivitat und haben synergistische Wirkung in ihrem
Einfluss auf die Enzymaktivitat, eventuell Uber eine post-transkriptionale Modifizierung des
Enzyms (Newman et al. 2000). Uber den Einfluss von Steroiden wurden widerspriichliche
Daten veroffentlicht. Pasqualini und Chetrite (2005) fanden, dass Progestin und Antiestrogene
die Expression und/oder Aktivitdt von STS in Brustkrebszellen hemmen; demgegeniiber
fanden Reed et al. (2005) eine Steigerung der Expression durch Androgene und Gestagene.
Die Blockade der STS ist aktuell Gegenstand der Krebsforschung (Nussbaumer und Billich
2005).

Die STS kommt bei 90 % der untersuchten Brustkrebs-Proben vor, die Aromatase lediglich bei
60-70 % (James et al. 2001). Pasqualini et al. (1997) untersuchten auch die Aktivitat der
beiden Enzyme in Tumorgewebe und fanden, dass die Sulfataseaktivitat 30-150 mal héher
war als diejeinige der Aromatase. Bei physiologischen Substrat-Konzentrationen wird von
humanen Mammatumoren 10-fach mehr E; (ber den Sulfatase-Weg als (iber den Aromatase-
Weg synthetisiert (Santner et al. 1984). Quantitative Bestimmungen in Brustkrebs-Gewebe
weisen darauf hin, dass die Synthese lber den Sulfataseweg 40-500 mal héher als Uber den
Aromataseweg ist (Chetrite et al. 2000). Der Sulfataseweg scheint klinisch wichtiger zu sein

11



Literaturlibersicht

als der Aromataseweg, da die Transkriptionsrate der Aromatase keinen prognostischen Wert
hat (Reed et al. 2005).

2.3.3 Aromatase

Nebennierenandrogene kénnen durch Aromatisierung in Estrogene umgewandelt werden. So
kann zum Beispiel Testesteron zu E; und Androstendion zu E; katalysiert werden (Suzuki et
al. 2005). Aromatase (CYP19A1), ein Mitglied der Cytochrom-P450-Superfamilie, ist eines der
Schlisselenzyme in dieser Estrogen-Synthese, und es ist bekannt, dass sie in vielen
menschlichen Geweben, einschlieBlich der Plazenta, des Eierstocks, des Fettgewebes, des
Gehirns, des Endometriums und des Synovialgewebes vorhanden ist (Le Bail et al. 2002).
Biochemische und immunohistochemische Studien haben die Anwesenheit dieses Enzyms in
adipdsen Stromazellen von Brustkrebsgeweben gezeigt. Obwohl das Niveau der
Aromataseaktivitdt in Brustgewebe relativ niedrig ist, kann diese lokale Produktion von
Estrogenen zur Pathogenese des Estrogen-abhangigen Brustkrebs beitragen (Pasqualini
2004).

Mehr als 70 % der untersuchten Brustkrebsproben hatten Aromataseaktivitat vergleichbar mit
oder gréBer als die, die in gesundem Geweben gefunden wurde, und das mRNA Niveau der
Aromatase in Mammakarzinomen war verglichen mit gesundem Gewebe deutlich erhéht
(Suzuki et al. 2003-A).

2.3.4 17B-hydroxysteroiddehydrogenase (17BHSD)

Die 17BHSD katalysiert beide Richtungen der Reaktion, sowohl die Reduktion als auch die
Oxidation von Estrogenen oder Androgenen an Position 17 des SterangerUsts. Sie wird in
nahezu allen Geweben exprimiert. Bis heute sind 12 Isoformen der 17BHSD kloniert worden.
Die verschiedenen Isoformen haben unterschiedliche Praferenz fiir die Reduktions- (E;—E-,
DHEA—AnNdrostendiol, Androstendion—Testosteron) oder Oxidationsreaktion (E.—E;, etc.).
Nachgewiesen ist die praferrentielle Reduktion von E; zu E, durch 178HSD1 mit Umsetzung
des Cofaktors NADPH (Suzuki et al. 2005) und die praferrentielle Oxydation von E, zu E; oder
Testosteron zu Androstenedion durch die 17BHSD2 und/oder 178HSD4 unter Umsetzung von
NAD" als Cofaktor (Wu et al. 1993).

Oxidative 17BHSD-AKktivitat ist die bevorzugte Reaktionsrichtung in gesundem Brustgewebe,
die reduktive 17BHSD-Reaktion ist dominant in Brustkrebsgewebe (Speirs et al. 1998;
Miettinen et al. 1999).
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Miyoshi et al. (2001) berichteten, dass das intratumorale Estradiol/Estrone-Verhéltnis in
postmenopausalen Mammatumoren signifikant hdher ist als in prdmenopausalen. Dies
deuteten die Autoren als deutlichen Hinweis auf die Bedeutung der reduktiven Aktivitat der
17BHSD fur die Erhaltung des hohen Estradiolniveaus in postmenopausalem
Mammatumorgewebe. In hormonabhangigen Brustkrebs-Zelllinien, wie MCF7, T47D, R-27,
und ZR75-1, ist 17BHSD1 die vorherrschende reduktive Isoform, indessen die oxidative
17BHSD-Aktivitdt die bevorzugte enzymatische Orientierung in hormonunabhangigen
Brustkrebs-Zelllinien, wie MDA-MB-231, NDA-MB-436 und Hs-578S, (Pasqualini 2004).
mRNA Expression von sowohl 17BHSD1 als auch 17BHSD2 wurde in gesunden Brustdriisen
entdeckt (Gunnarsson et al. 2001). In postmenopausalen Mammakarzinomen ist das Niveau
der mRNA von 17BHSD1 deutlich héher in als in pramenopausalen (Miyoshi et al. 2001).
Gunnarsson et al. (2001) demonstrierten, dass Brustkrebs-Patienten, die ein hohes Niveau an
17BHSD1-mRNA oder fehlende 17BHSD2-mRNA Expression zeigen, geféhrdet sind, nach
Therapie Rezidive zu entwickeln. Simard und Gingras (2001) berichteten, dass IL-4 und IL-6
die oxidative 17BHSD-Aktivitat in ZR-75-1 Zellen steigern, aber IL-4 die reduktive 17HSD-
Aktivitdt in T47D-Zellen stimuliert. Wirkungen von Cytokinen auf die 178HSD-Aktivitat
scheinen sich in verschiedenen Zelllinien zu unterscheiden und Cytokine werden als wichtige
Modulatoren der 17BHSD-Aktivitat in Brustkrebsgewebe betrachtet (Purohit et al. 2002). Auch
eine Induktion der 17BHSD1-Expression durch Progestin, einem synthetischen Gestagen, ist
in mehreren Brustkrebs-Zellen (T47D, MCF7, HBL-100, MDA-MB-231, MDA-MB-361, MDA-
MB-468 und ZR-75-1) untersucht worden, wurde aber nur in T47D Brustkrebs-Zellen bestétigt,
(Poutanen et al. 1992; Pasqualini 2003), was teilweise die proliferative Wirkungen von
Progestin auf Brustkrebs-Zellen Uber eine Erhéhung der Estrogene erklaren kann. Die
Autoren gestehen aber ein, dass weitere Uberpriifungen erforderlich sind, um diese
Hypothese zu unterschitzen (Pasqualini 2003).

2.3.5 3B-Hydroxysteroiddehydrogenase

3B-Hydroxysteroiddehydrogenase (3BHSD) ist ein membrangebundenes Enzym, das
verantwortlich ist fiir die Umwandlung von 3B-hydroxy- und 3-keto-5a-androstane-Steroiden.
3BHSD1 wird vorherrschend in der Plazenta exprimiert, aber auch in verschiedenen nicht
steroidogenen Geweben, wie der Haut und der Brust (Rheaume et al. 1991).
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2.4  Prinzipien des Membrantransports

Zellmembranen bestehen aus einer Doppelschicht von Phospholipiden, in/an die Steroide,
Kohlenhydrate und Proteine ein-, bzw. angelagert sind. Membranen sind die
Grundvoraussetzung fir die Bildung einer Zelle, da sie in dem Grundmedium Wasser durch
ihre  lipophilen  Eigenschaften R&ume abgrenzen, in denen unterschiedliche
Stoffkonzentrationen enthalten sein kénnen. Membranproteine stellen eine Voraussetzung fr
Stoff- und Informationsaustausch, Energietransduktion, Fortbewegung oder
Kompartimentierungen dar. Lipophile Molekile, darunter Gase (z. B. Inhalationsnarkotika),
Steroidhormone, auch Desoxymethylsulfoxid, kénnen Biomembranen in der Regel durch freie
Diffusion unspezifisch durchqueren, im Fall von Inhalationsnarkotika sogar sehr schnell.

Im Gegensatz dazu steht der spezifische Transport, bei dem ganz bestimmte Molekiile oder
lonen durch ganz bestimmte Membranen transportiert werden. Diese Bedingung gilt sowohl
polare oder geladene, als auch fir hydrophile Molekile, z B. Glukose, Laktat, Aminosauren,
Gallensauren, anorganische lonen oder auch Neurotransmitter. Hydrophile Stoffe kénnen
biologische Membranen durch Diffusion nicht durchqueren. Ein geregelter und steuerbarer
Transport dieser Molekille Uber Membranen findet nicht spontan statt, sondern benétigt
Transportsysteme. Fir den vielfaltigen Stoffaustausch zwischen den Kompartimenten einer
Zelle und dem Austausch mit dem Extrazellularraum verfligen Zellen in ihren Biomembranen
je nach ihrer Funktion Uber verschiedene Transportproteine.

Prinzipiell existieren zwei unterschiedliche Formen fir den spezifischen Transport: Die
katalysierte Diffusion und der aktive Transport.

Die katalysierte  Diffusion  geschieht ohne  Energieverbrauch entlang eines
Konzentrationsgefalles Uber die Membran. Tragt die Substanz dabei eine Ladung, so wird
durch deren Transport neben der Konzentrationsdifferenz auch das elektrische Potential Gber
die Membran (Membranpotential) beeinflusst. Der Konzentrationsgradient und der elektrische
Gradient kdnnen zum elektrochemischen Gradienten zusammengefasst werden. Unter den
Proteinen, die eine katalysierte Diffusion vermitteln, kann zwischen Kandlen und Carriern
unterschieden werden.

Kanale interagieren nur schwach mit dem zu transportierenden Solut. Sie bilden wassrige
Poren, die sich durch die Lipid-Doppelschicht erstrecken und somit z.B. lonen ermdglichen,
die Membran zu passieren. Die Kanéle sind dabei hochspezifisch flr ihre Substrate. Die
Spezifitdt beruht hierbei meistens auf der Ladung der lonen, sowie deren Hydrathille. Der
Transport durch Kanalproteine erfolgt erheblich schneller als beim Carrier-vermittelten
Transport. Bei der Diffusion mittels Carrier lasst sich eine leicht erhéhte
Diffusionsgeschwindigkeit feststellen, denn Carrier binden die zu transportierende Substanz
spezifisch und geleiten sie mittels Konformationsédnderungen durch die Membran. Carrier-
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vermittelte Diffusion lasst sich anhand der folgenden Kriterien leicht bestimmen: Zum einen
muB das System abséttigbar sein, d.h. oberhalb einer bestimmten Konzentrationsdifferenz
andert sich die Diffusion trotz Konzentrationserhéhungen nicht mehr, da alle Carrier-Proteine
maximal ausgelastet sind. Des Weiteren ist die Aktivitdt des Proteins temperaturabhéngig.
Letztlich sollten sich Inhibitoren fiir einen Carrier finden lassen, die selektiv den Transport
eines Substrates unterbinden.

Der aktive Transport wird immer Gber Carrier vermittelt. Er benétigt Energie, um die Substanz
gegen einen elektrochemischen Gradienten zu ,pumpen“. Das TC-System (transporter
classification system) teilt Carrier nach der Art der Energetisierung in verschiedene Gruppen
ein (Saier 2000; Abb. 2). Die meisten fir den energieabhéangigen Transport verantwortlichen
Proteine lassen sich in zwei Superfamilien einteilen, die ,solute carrier” (SLC)-Familie und die
LATP binding cassette” (ABC)-Familie.

Ist der Transport direkt an die Hydrolyse von ATP gekoppelt, so wird er als primér aktiv
bezeichnet. Zu den primar energieabhangigen Transportern gehért die Familie der ABC-
Transporter (ATP-binding-cassette) (Borst und Elferink 2002) und die lonentransport-ATPasen
(Blanco und Mercer 1998). Ein Beispiel fir derartige Transporter ist die Na*/K*-ATPase, bei
der durch Hydrolyse von ATP Natriumionen aus der Zelle geschleust und gleichzeitig
Kaliumionen ins Innere der Zelle gepumpt werden.

Andere aktive Transportprozesse nutzen den durch die Aktivitdt dieser Na'/K*-ATPase
aufgebauten physiologischen Na*-Gradienten fiir einen Na*/Substrat-Cotransport in die Zelle.
In analoger Weise kénnen auch Protonen (H")-Gradienten zum Antrieb des Stofftransports
verwendet werden. Man spricht dann von einem sekundar aktiven Transportprozess, da die
ATP-Hydrolyse nur indirekt an den Transportprozess gekoppelt ist.
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a-helical protein channels

Kanile B-barrel protein porins

Toxin channels

Peptide channels

Transporter Primir aktive : ABC-Superfamilie
Transporter ATPase-Superfamilie
Sekundir akii Uniporter
; ekundir aktive
E Transporter Symporter
Antiporter

Gruppen-
Translokatoren

Abb. 2: Ubersicht ber Membrantransporter in biologischen Membranen nach dem TC-System
(www.biology.ucsd.edu/~msaier/transport und www.tcdb.org). Die Transporter sind in zwei
groBe Kategorien, Kanale und Carrier, eingeteilt. Die Carrier werden nach der Energie-
Kopplung in primar aktive Transporter (z.B. ABC- und ATPase-Superfamilien), sekundéar
aktive Transporter (Uniporter, Symporter und Antiporter), und die Familie der Gruppen-

Translokatoren zusammengefasst.

Eine weitere Form der Energetisierung ergibt sich durch den entgegengesetzten Transport mit
einem Molekl, welches ein Konzentrationsgefélle in entgegengesetzter Richtung hat.

Neben dem Energetisierungsprinzip kénnen Transportproteine auch nach Transportrichtung
und Zahl der transportierten Molekiile eingeteilt werden. Es besteht die Mdglichkeit, dass ein
Molekdl allein transportiert wird (Uniport) oder dass zwei verschiedene Moleklle gemeinsam
in gleicher Richtung (Symport) oder in entgegengesetzter Richtung (Antiport) transportiert
werden (Abb. 3). Ein typisches Beispiel fir einen Antiporter ist der Transport von ATP Uber die
Mitochondrienmembran. Dieser lauft erst ab, wenn die zweite Bindungsstelle ein Molekil ADP
gebunden hat (Saier 2000).

Transportproteine weisen eine Substrat-Spezifitdt auf. Sie kdénnen mehrere Substrate
akzeptieren, wie es fur das P-Glycoprotein beschrieben ist (Tiberghien und Loor 1996) oder
einen hohe Substratspezifitat besitzen, wie der Gallensauretransporter Asbt (Craddock et al.
1998).
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Abb. 3: Mdgliche Membrantransportsysteme in einer biologische Zelle. Solute Carriers (SLC)
und non-SLC-Transporter kdnnen auf der Zelloberflache bzw. der Plasmamembran oder in

intrazellilaren Kompartimenten exprimiert werden (modifiziert nach Hediger et al. 2004).
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2.5 Die Superfamilie der Solute Carrier (SLC)

Unter dem Begriff der SLC-Transporter wurden von dem Human Gene Nomenclature
Committee (HGNC) der Human Genome Organisation (HUGO) verschiedene
Transporterfamilien in einer Superfamilie zusammengefasst. SLC-Transporter umfassen
passive Transporter sowie ionengekoppelte Symporter und Antiporter, welche entweder in der
Zellmembran oder intrazellular sitzen. Die Superfamilie besteht aus 46 Familien, die 360
klonierte Gene von Menschen, Ratte und Maus (Hediger et al. 2004) enthalten. Wenn neu
klonierte Transporter mindestens 20-25 % Sequenzhomologie zu bereits bekannten
Mitgliedern dieser Familie aufweisen, werden sie der gleichen SLC-Familie kategorisiert. Die
Bezeichnung jedes Transportergens beginnt dabei mit dem Symbol SLC gefolgt von der
Nummer der jeweiligen Transporterfamilie.

Die bekannten SLC-Familien werden in der Tabelle 3 gezeigt. Jedes einzelne Transportergen
wird innerhalb jeder Familie chronologisch zur Erstklonierung durchnummeriert. Dabei steht
zwischen der Gennummer und dem Symbol der Transporterfamilie ein ,A“, um die
Zahlenfolge zu unterbrechen (z.B. SLC2A4) (Hediger et al. 2004).

Da Transporter entweder als ein potentielles neues Drug-Target oder als Drug-Liefersysteme
verwendet werden kdnnen, sind sie von pharmazeutischem Interesse. Kirzlich wurden die
Familien SLC6 und SLC10 als Drug-Traget erkannt (Kramer et al. 1992; Petzinger et al. 1995;
Root et al. 1995; Kramer und Wess 1996; Chen et al. 2004). SLC-Transporter, die
ausschlieBlich an der Blut-Hirn-Schranke exprimiert werden, sind als Drug-Liefersystem
(delivery) verwendet worden (Hediger et al. 2004).
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Tab. 3: Liste der SLC-Transporterfamilien, entsprechend dem HUGO Nomenclature
Committee (Bioparadigms™ (www.bioparadigms.org/slc/menu.asp); Hediger et al. 2004).

Nummer
The Solute Carrier Familien des Gens
SLCH The high-affinity glutamate and neutral amino acid transporter family 7
SLC2 The facilitative GLUT transporter family 14
SLC3 The heavy subunits of the heteromeric amino acid transporters 2
SLC4 The bicarbonate transporter family "
SLC5 The sodium glucose cotransporter family 12
SLC6 The sodium- and chloride-dependent neurotransmitter transporter family 20
SLC7 The cationic amino acid transporter/glycoprotein-associated amino-acid transporter family 14
SLc8 The Na+/Ca+ exchanger family 3
SLC9 The Na+/H+ exchanger family 11
SLC10 The sodium bile salt cotransport family 7
SLC11 The proton coupled metal ion transporter family 2
SLC12 The electroneutral cation-Cl cotransporter family 9
SLC13 The human Na+ -sulfate/carboxylate cotransporter family 5
SLC14  The urea transporter family 2
SLC15 The proton oligopeptide cotransporter family 4
SLC16  The monocarboxylate transporter family 14
SLC17 The vesicular glutamate transporter family 8
SLC18 The vesicular amine transporter family 3
SLC19 The folate/thiamine transporter family 3
SLC20 The type-Ill Na+-phosphate cotransporter family 2
gtg%ﬂ The organic anion transporting family 20
SLC22  The organic cation/anion/zwitterion transporter family 18
SLC23 The Na+-dependent ascorbic acid transporter family 4
SLC24 The Na+-(Ca 2+-K+) exchanger transporter family 6
SLC25  The mitochondrial carrier family 46
SLC26  The multifunctional anion exchanger family "

SLC27 The fatty acid transporter protein family

SLC28 The Na+-coupled nucleoside transport family

SLC29 The facilitative nucleoside transporter family

SLC30  The zinc efflux family 10
SLC31 The copper transporter family

SLC32 The vesicular inhibitory amino acid transporter family 1
SLC33  The acetyl-CoA transporter family 1
SLC34 The type-ll Na+-phosphate cotransporter family 3
SLC35  The nucleoside-sugar transporter family 23

SLC36 The proton-coupled amino-acid transporter family
SLC37 The sugar-phosphate/phosphate exchanger family
SLC38 The System A and N, sodium-coupled neutral amino acid transporter family

SLC39  The metal ion transporter family 14
SLC40 The basolateral iron transporter family 1

SLC41 The MgtE-like magnesium transporter family 3
SLC42 The Rh ammonium transporter family 3
SLC43 The Na+-independent, system-L-like amino acid transporter family 3
SLC44 Choline-like transporter family 5
SLC45  Putative sugar transporter family 4
SLC46  Heme transporter family 3
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2.5.1 Die Solute Carrier-Familie 10 (SLC10)

Die Transporterfamilie SLC10 bildet eine der 46 bisher etablierten Solute Carrier (SLC)
Transporter-Familien. Sie wird in der Literatur bisher als die Familie der Natrium-abhangigen
Gallensauretransporter bezeichnet und enthalt die beiden Gallenséduretranporter NTCP
(Na*/taurocholate cotransporting polypeptide) und ASBT (apical sodium-dependent bile salt
transporter). Beide vermitteln einen Natriumabhéangigen Transport konjugierter und
unkonjugierter Gallensauren und sind entscheidend an der Aufrechterhaltung des
enterohepatischen Kreislaufs der Gallensauren beteiligt. Seit 2004 wurden am Institut far
Pharmakologie und Toxikologie vier neue Mitglieder dieser Transporterfamilie kloniert und
charakterisiert (Geyer et al. 2006). Sie wurden als P3 (SLC10A3), P4 (SLC10A4), P5
(SLC10A5), Sodium-dependent Organic Anion Transporter (SOAT; SLC10A6) und P7
(SLC10A7) bezeichnet (Tab. 4; Geyer et al. 2006; Hagenbuch und Dawson 2004).

Tab. 4: Mitglieder der SLC10-Familie. Aufgefiihrt sind nur die humanen Gene.

Gene Protein Expression Substrate Chr. Datenbank
Nr.

SLC10A1 NTCP Leber (basolaterale Gallensauren, 14924 NM_003049
Membran), sulfatierte
Pankreas (Tubuli) Steroide

SLC10A2 ASBT lleum (apikale Gallensauren 13933 NM_000452
Membran),
Niere (proximaler
Tubulus),

Cholangiozyten
(apikale Membran)

SLC10A3 P3 Ubiquitar Unbekannt Xg28 NM_019848
SLC10A4 P4 Cholinerge Neurone Unbekannt 4p12 NM_152679
SLC10A5 P5 Leber, Niere Unbekannt 8921 NM_ 001010893
SLC10A6 SOAT Brustdriise, Hoden, Sulfatierte 4921 NM_197965
Plazenta, Steroide
Nebenniere
SLC10A7 P7 Herz, Niere, Leber, Unbekannt 4931.21 AK075364

Gehirn, Plazenta

P4 wurde spezifisch in cholinergen Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems
nachgewiesen (Geyer et al. 2008). P5 wird stark in Leber und Niere exprimiert und ist dort
vermutlich am Transport von Gallensauren und Arzneistoffen beteiligt (Fernandes et al. 2007);
P7 zeigt eine hohe phylogenetische Verwandtschaft zu bakteriellen Proteinen und ist
maglicherweise das Ursprungsgen der gesamten SLC10-Familie (Godoy et al. 2007).
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2.5.2 Der natriumabhéngige Steroidsulfattransporter SOAT (SLC10A6)

Vor 5 Jahren wurde am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie ein véllig neuer Transporter
der SLC10-Familie kloniert und als Sodium-dependent Organic Anion Transporter
(SOAT/SLC10A6) bezeichnet (Geyer et al. 2004). SOAT/Soat von Mensch, Ratte und Maus
bestehen aus 370-377 Aminosauren und besitzen ein Molekulargewicht von 40.3-41.2 kDa. In
seiner Lange ist er damit sehr &hnlich zu NTCP/Ntcp (349-362 Aminosauren) und ASBT/ Asbt
(348 Aminosauren). SOAT hat eine héhere Proteinsequenziibereinstimmung/Ahnlichkeit
(similarity) zu ASBT (42 %/70 %) als zu NTCP (33 %/63 %; Abb. 4). Darliber hinaus sind
SOAT und ASBT die phylogenetisch am nachsten verwandten Transporter der SLC10-Familie
(Geyer et al. 2006). SOAT transportiert im Gegensatz zu NTCP und ASBT keine Gallensauren
und ist daher ein auBergewdhnliches Mitglied der SLC10-Familie. SOAT transportiert aber
spezifisch die sulfatierten Steroide E{S, DHEAS und PREGS (Geyer et al. 2004 und 2007).
Aufgrund dieser Transportfunktion kommt dem SOAT vermutlich eine wichtige Rolle beim
Transport sulfatierter Steroide in endokrinologisch relevanten Geweben wie Brust, Hoden,
Plazenta und Nebennieren zu.

SOAT wird sehr niedrig in Gehirn, Dickdarm, Diinndarm, Niere, Leber, Eierstock, Prostata,
Milz, und Thymus exprimiert. Im Gegensatz dazu wird SOAT im menschlichen Hoden hoch
exprimiert, bezogen auf das mMRNA Niveaus 678mal héher als im Gehirn, dem Gewebe mit
der niedrigsten SOAT Expression. Eine relativ hohe Expression wurde auch in der
menschlichen Plazenta und Bauchspeicheldriise beobachtet; mittelgradig wird das Protein in
Herz, Lunge, und Brustdriise exprimiert (Geyer et al. 2007). Meerkamp et al. (2008) zeigten
eine SOAT-Expression durch quantitative RT-PCR sowohl in gesundem Brustgewebe als
auch entartetem Mammatumorgewebe und wiesen gleichzeitig die Expression der STS in
diesen Geweben nach. Diese Koexpression ermdglicht die funktionelle Zusammenarbeit der
beiden Proteine im Konzept der Intrakrinologie.

SOAT transportiert die sulfatierten Steroide E;S (K, 12 uM), DHEAS (K, 28,7 uM) und
PREGS (K, 11,3 puM) (Geyer et al. 2007), welche als biologisch/hormonell inaktive
Steroidkonjugate im Plasma zirkulieren.

Der Transport Uber SOAT ist abhangig von der Anwesenheit von Natrium im
Extrazellularmedium (Geyer et al. 2007).

Transporter fir Steroidsulfate sind entscheidend flir deren gewebsspezifische Aufnahme
verantwortlich und spielen damit nicht nur eine wichtige physiologische Rolle in der Synthese
von Estrogenen in der menschlichen Plazenta, sondern auch von Estrogenen und
Androgenen in anderen peripheren Geweben.

Pathophysiologisch ~ scheint  der  Steroidsulfattransport  beim  hormonabhangigen

Mammakarzinom von Bedeutung zu sein. Importierte Steroidsulfate kénnen hier intrazelluléar
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in hormonell wirksame Estrogene umgewandelt werden und intrakrin eine proliferative
Wirkung auf das Tumorgewebe ausiiben (Suzuki et al. 2005). SOAT kommt in
Brustdriisengewebe vor und wird in entartetem Gewebe mdglicherweise vermehrt gebildet
(Meerkamp et al. 2008).
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Abb. 4: Aus der DNA-Sequenzabgeleitete Aminosaure-Sequenzen des menschlichen SOAT
(SLC10AB) in Alignment mit menschlichem NTCP (SLC10A1) und ASBT (SLC10A2). Identitat
der Aminosduren wird mit der schwarzen Schattierung gezeigt, Aminoséure-Ahnlichkeiten
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NTCP 348 Ti-——-————————mmmm—m

werden im grau hervorgehoben (nach Geyer et al. 2007).

2.6 Zelllinien T47D und MCF7

Ein etabliertes Modell zur Untersuchung der Proliferation hormonabhangiger
Mammakarzinome bilden die humanen Krebszelllinien T47D (Evans et al. 1993; Pasqualini et
al. 1994) und MCF7 (Evans et al. 1993; Pasqualini et al. 1994; James et al. 2001), fUr die eine
intrakrine Estrogen-Synthese belegt ist. Die Aufnahme von DHEAS in menschliches
Brustgewebe wurde von Thijssen et al. (1986) beschrieben und in diesem Artikel wurde ein
Metabolismus des DHEAS zu DHEA und Androstendiol postuliert. Auch fir die
Mammatumorzelllinie MCF7 ist ein direkter Steroidsulfat-Transport gezeigt worden (Nozawa
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et al. 2005). Fir die Linien T47D und MCF7 wurde gezeigt, dass flir extrazellular angebotenes
DHEAS (Le Bail et al. 2002) ein estrogener Effekt in MCF7- und T47D-Zellen nachweisbar ist
(Le Bail et al. 1998).

Die als MCF7 bezeichnete humane Mammakarzinom-Zellinie wurde 1973 aus einem
pleuralen ErguB einer Patientin mit metastasierendem Mammakarzinom gewonnen (Soule
1973). MCF?7 ist eine gut differenzierte Zellinie und stellt ein etabliertes in vitro Testsystem
dar. Sie ist die am Besten charakterisierte steroidhormonrezeptorpositive Mammakarzinom-
Zellinie.

Beide genannte Zelllinien exprimieren Estrogen- und Progesteronrezeptoren sowie die
Enzyme fir eine intrakrine Synthese aktiver Estrogen ausgehend von E;S und DHEAS
(Pasqualini et al. 1989; Najid und Habrioux 1990; Saeki et al. 1999; Maggiolini et al. 2001). Es
ist bereits gut dokumentiert, dass die Proliferation von T47D und MCF7 Zellen nicht nur durch
Inkubation mit E4, E; und DHEA, sondern auch mit E;S und DHEAS signifikant stimuliert wird
(Pasqualini et al. 1990; Najid und Habrioux 1990; Le Bail et al.1998; Maggiolini et al. 1999;
Billich et al. 2000; Morris et al. 2001; Schmitt et al. 2001; Nozawa et al. 2004-A; Nozawa et al.
2005).

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung dieser beiden Zelllinien liegt darin, dass die Zellen
unterschiedliche STS Aktivitaten aufweisen (Tab. 5).

Aus diesem Grund wurden diese Zelllinien als Modell fiir die Untersuchung der Steroidsulfat-
Wirkung auf Mammatumore und deren pharmakologischer Beeinflussung eingesetzt.

Tab. 5: Aktivitdten der STS in humanen Zellen, Literaturangaben.

Zelllinie Herkunft Enzymaktivitat Autor
[pmol/mg Protein/min]
MCF7 Mammakarzinom, 19 Evans et al. (1993)
Primartumor 87 Pasqualini et al. (1994)
140 James et al. (2001)
T47D Mammakarzinom, 80 Evans et al. (1993)
Metastase 878 Pasqualini et al. (1994)

2.7 Mammatumore in der Veterinarmedizin (Hund und Katze)

Mammatumore gehéren zu den haufigsten Tumorn beim Hunden und machen 25-50 % von
allen Tumoren in dieser Spezies aus. Das durchschnittliche Alter fir die Erkrankung an
Mammatumoren liegt zwischen 6 und 10 Jahren. Bei der Katze sind Mammatumoren seltener
als bei Hunden. Sie machen etwa 10 % aller nicht lymphatischen Tumore der Katze aus,
wobei das durchschnittliche Erkrankungsalter bei 10 Jahren liegt (Yamashita et al. 2001;
Millanta et al. 2005). Auch Moe (2001) berichtet, dass Uberwiegend altere Hindinnen an
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Mammatumoren erkranken. Er beobachtete, dass die Inzidenz ab dem siebten Lebensjahr
deutlich zunimmt und ihren Hoéhepunkt mit 10 bis 14 Jahren hat. Das Risiko, an
Mammatumoren zu erkranken, ist fir die verschiedenen Hunderassen unterschiedlich.
Schéferhunde, Dackel, Pudel und Spanielrassen erkranken Uberproportional haufig (Moe
2001).

Der Anteil an bdsartigen Mammatumoren ist bei der Katze mit 86 % hdéher als beim Hund (42
%) und die Histopathologie von Mammatumoren der Katze ist dem menschlichen Brustkrebs
néher (Perez-Alenza et al. 2004).

Eine bedeutsame Rolle bei der Tumorentstehung spielen offenbar endokrine Hormone. Diese
Annahme basiert auf dem beobachteten schiitzenden Effekt der Ovariektomie und dem
verstarkenden Effekt durch wiederholte Estrogen- oder Progesterongaben. Diese Annahme
der Beteiligung von Steroidhormonen an der Mammatumorgenese bei Hunden und Katzen
wird bekraftigt durch das sporadische Auftreten von Brustdysplasien und —neoplasien bei
Katzen, die mit Progestagenen behandelt wurden (Misdorp 1991; Hayden et al. 1989).
Ebenso kommt es nach Kastration oder Testosterongabe zur zeitweisen Rickbildung von
Mammatumoren bei Hund und Katze (Anderson et al. 1966).

Hiindinnen, die vor dem ersten Ostrus kastriert wurden, haben ein etwa 0,5 %iges Risiko an
Mammatumoren zu erkranken. Nach dem ersten Ostrus steigt das Risiko auf 8% und nach
dem zweiten und weiteren Ostren vor dem Kastrieren steigt das Risiko auf 26 %. Bei einer
Kastration im Alter von 2,5 Jahren besteht kein unterschiedliches Tumorrisiko zu nicht
kastrierten Hiindinnen (Priester 1979).

Maligne Mammatumoren der Hlndinnen weisen in verschiedenen Studien 50 — 88 %
Estrogen- oder Progesteronrezeptoren auf (Rutteman et al. 1988; Geraldes et al. 2000).

lllera et al. (2006) zeigte in seiner Untersuchung bei Hunden erhéhte Konzentrationen aller
beriicksichtigten Hormone (DHEA, Androstenedion, Testosterone, E, und E;S) in bdsartigen
Mammatumoren, besonders in entzlindlichen. Die Niveaus von DHEA und E;S im Serum und
in Gewebehomogenaten waren zwei- oder dreimal héher in entziindlichen Mammakarzinomen

als in den anderen Gruppen.
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3 Fragestellungen

Pathophysiologisch ~ scheint  der  Steroidsulfattransport  beim  hormonabhangigen

Mammakarzinom eine bedeutende Rolle zu spielen. Importierte Steroidsulfate kénnen nach

Aufnahme in sowohl gesunde weibliche Mammazellen als auch Mammakarzinomzellen

intrazellular in hormonell wirksame Estrogene umgewandelt werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, folgende Fragestellung zu beantworten:

e Spielt der Sodium-dependent Organic Anion Transporter (SOAT/SLC10A6) fiir die

Proliferation Estrogen-abhangiger Mammatumor-Zelllinien eine Rolle unter dem
Einfluss von Steroidsulfaten?
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4 Material und Methoden

41 Material

4.1.1 Chemikalien, Medien, Reagenzien, Enzyme und Kits sowie deren

Bezugsquellen

2-Propanol

Agar-Agar

Agarose

Ampicillin

Bromphenolblau

Calciumchlorid Dihydrat, CaCl, x 2 H,O
Chloroform

Cholinchlorid

Dextran-Charcoal, DCC

DHEAS

Dialysiertes FKS
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
EDTA, Dinatriumsalz

Essigsaure

B-Estradiol

Estron-3-sulfat

Ethanol (> 99,8 %), EtOH abs.
Ethidiumbromid

Fugene6®

FKS (Fetales Kalberserum)

F-12 Nutrient Mixture (HAM)
Formaldehyd

Geniticin G418

Gene Ruler™ DNA Ladder Mix
Glycerin

HCI

Hefeextrakt

Roth Karlsruhe
Roth,Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth Karlsruhe

Sigma, Schnelldorf

Sigma

Sigma, Steinheim

PAA, Colbe

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Serva-Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Invitrogen,Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe

MBI, Fermentas St. Leon-Roth
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Difco, Augsburg
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Hepes

Isopropanol

Kaliumacetat

KClI

KH,PO,

KOH

Lipofectamine®

Lipofetamine2000®

L-Glutamine (200 mM)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat, MgCI2 x 6 H20
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, MgS0O4 x 7 H20
Metafectene®

Methanol

MgCl, x 6 H,O

MgSO, x 7 H.O

Mowiol

Na,HPO, x 2 H,O

NaCl Natriumchlorid,

Na-EDTA

NaHCO;

NaOH

Natriumacetat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO;
Nitrozellulosemembranfilter (0,45 pm)
NZ-Amin-Casein-Hydrolysat
OPTIMEM

Penicillin/Streptomycin

Phenol

Poly-L-Lysin hydro bromide

RNAse

SOC Medium
Sodium-Dodecylsulfat (SDS) S
Stickstoff, flissig,

Szinzillator (Rotiszint 22 eco)
Trypanblau

Trypsin/EDTA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen,Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biontex, Martinsried Deutschland
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Hoechst, Frankfurt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Serva-Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Schleicher _ Schuell, Dassel
Difco, Augsburg

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma, Schnelldorf

GibcoBrl, Paisley, Schottland
Serva, Heidelberg

N2 Messer, Griesheim

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz

PAA Laboratories GmbH, Pasching
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Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) ICN-Biomedicals, Inc., Aurora Ohio
Triton X-100 Serva-Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Yeast Extract Difco, Detroit, USA

Zellkulturbedarf Sarstedt, Nimbrecht

Sigma, Deisenhofen
Alle weiteren und hier nicht aufgeflihrten Chemikalien und Lésungsmittel wurden in p.a.-

Qualitat von folgenden Firmen bezogen: VWR International/Merck, Darmstadt; Roth,

Karlsruhe; Sigma, Taufkirchen.

4.1.2 Kommerziell erhaltliche Kits

High Pure® PCR Product Purification Kit Roche Diagnostics, Penzberg

PeqGOLD RNA Pure ™ Peg Lab Biotechnologie GmbH, Erlangen
First Strand cDNA Synthesis Kit MBI Fermentas, St Leon-Roth

QIAEX 1I® Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden

QIAGEN® Plasmid Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden

QlAprep® Plasmid Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden

Rapid DNA Ligation Kit® Roche Diagnostics, Penzberg

4.1.3 Radioaktiv-markierte Chemikalien

Substanz Spezifische Aktivitit Konzentration fmol/dpm
[*H]DHEAS * 1,0 mCi/ml, 74,0 Ci/mmol 13,5 yM 0,0061426
[®*H]Estron-3-sulfat* 1,0 mCi/ml, 57,3 Ci/mmol 17,5 uyM 0,0079328
[methyl-*H]Thymidine** 1,0 mCi/ml,79.0 Ci/mmol 12,7 uM 0,0057537

Radioaktiv markierten Substanzen wurden *von PerkinElmer Life Sciences Inc., Boston, MA,
USA und ** von GE Healthcare Amersham, UK bezogen.

28



Material und Methoden

4.1.4 Gerate

Analysewaagen:
AE 260 Delta Range
Precisa 3000C-6000D
Autoklav Sanoclav
Brutschrank CO, Inkubator
Elektrophorese-Kammern
-14,5x6,5cm
-355x11,0cm

Fluoreszenzmikroskop DM6000B
S/W Kamera DFC350FX

Flissigkeitsszintillationsz&hler Wallac 1409

Elektroporator, Bio-Rad Gene Pulser
XCell®

G24 Environmental Incubator shaker
Gelschlitten Werkstatt

-7,5x5cm

-12x18cm
Imagemaster VDS
Microplate Reader
MJ Mini Gradient Thermal Cycler
Perkin-Elmer GeneAmp Cycler Typ 2400
Photometer DU-64
Quarzdestille Typ Bi 18 Nr. H2

Quarzkivette, Schichtdicke 10 mm

Spannungsquelle (max. 200 mA, 1 kV, 150 W)

SpeedVac SPD111V
Spannungsgeber (0-200 mA, 1 kV, 150 W)
Sterilwerkbank, Clean Air, Typ DLF-REL 6
Schdittler, New Brunswick Scientific
UV-Transilluminator
Vortex VF 2
Waage (0,01-500 g)
Wasserbad
Zentrifugen:

- Eppendorf Centrifuge 5417R

- Megafuge 1.0

Mettler-Toledo, GieBen
DAK-Oerlikon, Zirich, Schweiz
Wolf, Geislingen

Heraeus, Hanau

Werkstatt MZI, GieBen

Leica Mikrosysteme, Bensheim
Pharmacia, Freiburg

Bio-Rad, Miinchen
New Brunswick Scientific, Edison, USA
MZI, GieBen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Perkin-Elmer, Weiterstadt
Beckmann, Minchen
Heraeus-Schott, Hanau
Hellma, Milheim/Baden
Werkstatt des MZI, GieBen
Savant, Holbrook, NY, USA
Werkstatt MZI, GieBen
Heraeus, Hanau

EDISON, N. J., USA
Bachofer, Reutlingen
Janke und Kunkel, Staufen
Mettler-Toledo, GieBen
Memmert, Schwalbach

Eppendorf,Hamburg

Heraeus, Hanau
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- Sorvall Kiihlzentrifuge RC5C Rotor HB4  Sorvall/Du Pont, Bad Homburg

- Tischzentrifuge 5415D

TZ-25 Centrifuge

- Vakuumzentrifuge Speed Vac SC 110

4.1.5 Prokaryotische und eukaryotische Zellstamme

Name

Beckman Coulter

Eppendorf, Hamburg

Savant, Farmingdale, USA

Charakterisierung

E.coli Strain HB101

HEK293

MCF7

T47D

F°, mcrB, mrr, hsdS20(rs'mg’), recA13, leuB6, ara-14, proA2,
lacY1, galK2,xyl-5, mtl-1, rpsL20(Sm"), supE44, »

Human embryonic kidney cells 293 (Invitrogen, Karlsruhe)

Adenokarzinomzellen der Brustdrise, pleurale Effusion

(Evans et al. 1993; Pasqualini et al. 1994; James et al. 2001)

Zellen von duktalem Karzinom der Brustdriise, pleurale Effusion
(Evans et al. 1993; Pasqualini et al. 1994)

4.1.6 Enzyme

Verwendete Restriktionsenzyme und lhre Erkennungssequenzen

Enzym Erkannte Schnittstelle Bezugsquelle
5-T"\CTAGA-3 _
Xbal New England Biolabs
3-AGATC -5
5-AMMGCTT-3 _
Hindlll New England Biolabs
3-TTC GAMA-5
5-C C C"G G G-3' _
Smal New England Biolabs
3-G G GMC C C-5
5-ANGATCT-3 _
Bglli New England Biolabs
3-TCTAG" A5
5-G"TCGAC-3 )
Sall New England Biolabs
3-CAGCT *G-%
5-G G TA C"C-3 )
Kpnl New England Biolabs

3-Cr"CATGG-5

30



Material und Methoden

DNA-Polymerasen
Reverse Transkriptase
Ligasen

Sonstige Enzyme

4.1.7 Oligonukleotide

Taq DNA Polymerase, Fermentas

First Strand cDNA Synthesis Kit, MBI Fermentas

T4 DNA Ligase, Fermentas

Rapid DNA Ligation Kit, Roche Diagnostics
DNA-Polymerase | Large Fragment (Klenow Fragment),

New England Biolabs

Oligonukleotide wurden von Operon Biotechnologies GmbH KéIn bezogen.

hSOAT-Kassette f

5-TTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGG-3’

hSOAT-Kassette r

5"-ATAGAGCCCACCGCATCCCCAGC-3°

shRNA-Kassette f

5-GACGTTGTAAAACGACGGCC-3’

shRNA-Kassette r

5-ATGACCATGATTACGCCAAGC-3’

hSOAT-Kassette f

5-CAGATGTTGAGTTTCCCACTG-3"

hSOAT-Kassette r

5-CTACTTATCGTCGTCATCCTTG-3"

4.1.8 Plasmide

psiSTRIKE™ hMGFP (Promega)

77 1 |1 start
=
(=]
Amp' E
psiSTRIKE™ 3
hMGFP Vector T
(5070bp) G C
T
G
G
c
Intron
T
/ G
hMGFP g
CMV ca
Promoter g
Pst1 TSPe|332 &
1441 ¢
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pcDNAS.1(+) (Invitroge)

5428 Bp Gesamtlange, CMV-Promotor, BGH Poly A, FRT Site, Neor, Ampr, pUC origin, MCS
(Nhel, Pmel, Aflll, Hindlll, Asp718l, Kpnl, BamHI, BstX|, EcoRl, EcoRV, BstXl, Notl, Xhol,
Xbal, Drall, Apal, Pmel).
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4.2 Methoden

Um die Bedeutung des SOAT flr die E;S-abhangige Proliferation zu analysieren, sollte durch
gentechnische Methoden die Expression des SOAT in Estrogenrezeptor-positiven Zelllinien
zum einen verstarkt und zum anderen unterdriickt werden. Eine verstarkte Expression lasst
sich durch die Transfektion der Zelllinien mit DNA erreichen, die fir den SOAT kodiert (CDNA)
und unter der Kontrolle eines starken Promotors steht. Die verstarkie Expression lasst sich
funktionell leicht durch die Messung der Aufnahme von radioaktiv markierten sulfatierten
Steroiden nachweisen. Zeigen die Zellen eine vermehrte Expression, nehmen sie mehr
sulfatierte Steroide auf als die nicht transfizierten Kontrollen. Um eine stabile Transfektion zu
erreichen, wird die Expressionskassette des SOAT mit einer Resistenz gegen das
Antibiotikum Neomycin in einem Vektor vereinigt. So lassen sich nach der Transfektion die
transfizierten Zellen durch eine Behandlung mit Neomycin oder Geneticin selektionieren. Auf
Dauer (iberleben nur die Zellen, die den Vektor in ihr Genom integriert haben.

Eine Unterdriickung der Expression lasst sich durch die Ausnutzung der RNA interference
(RNAi) mit doppelstrangiger RNA erreichen. Von eukaryontischen Zellen wird keine
doppelstrangige RNA gebildet. Taucht doppelstrangige RNA in einer Zelle auf, wird sie von
einem Enzym in kurze Fragmente geschnitten. Ein weiteres Enzym verwendet diese
Fragmente als Matrize, um unter der mRNA, die in der Zelle enthalten ist, komplementare
Molekille zu erkennen, um diese gezielt abzubauen. Bringt man Sequenzabschnitte des
Gens, das man unterdriicken will, in diesem Fall des SOAT, in Form von doppelstréangiger
RNA in die Zellen, so werden durch die RNAi die mRNA des SOAT abgebaut und die
Expression dadurch unterdriickt.

Soweit nicht anders angegeben, wurden die hier beschriebenen Verfahren nach den Angaben
des Herstellers durchgefihrt.
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4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Lésungen:

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

Tris 40 mM
EDTA 1 mM
pH 8,0 mit Na-Acetat eingestellt.

Lade-Puffer

Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %
Glyzerin 30 %
Farbelésung

10 pg/ml Ethidiumbromid in H,O

Die Auftrennung der DNA-Banden erfolgte entsprechend ihres Molekulargewichts in einem
elektrischen Feld in einer Agarose-Gelelektrophorese. DNA wandert aufgrund ihrer negativen
Ladung im elektrischen Feld zur Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekiile
in dem Agarosegel ist von ihrer Gr6Be abhangig, da mit dieser die Reibung zunimmt. Je mehr
Basenpaare das Molekll enthélt, desto langsamer wandert es durch das Gel. Durch das
Mitflhren von DNA-Molekilen bekannter Lange kénnen die GréBen der untersuchten DNA
Fragmente bestimmt werden. Es wurden 1 bis 2 %ige Agarose-Gele verwendet. Fir ein
einprozentiges Agarose-Gel wurde 1 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht bis eine
homogene Lésung entstanden ist. Diese wurde auf 50-60° C abgekihlt und in einen mit
Klebestreifen abgedichteten Gelschlitten gegossen. AnschlieBend wurde der Kamm
eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurden die Klebestreifen entfernt und der Schlitten in
eine mit TAE-Puffer gefiillte Horizontalgelkammer eingesetzt. Der Kamm wurde kurz vor
Probenauftrag entfernt.

Die DNA-Proben wurden 1:6 mit 6 x Ladepuffer gemischt und auf die Gele aufgetragen. Fir
die analytische Gelelektrophorese wurde soviel DNA eingesetzt, dass von den erwarteten
Fragmenten jeweils 20-100 ng in der Lésung vorliegen. Als Marker wurde der Gene Ruler
DNA Ladder Mix (MBI, Fermentas) eingesetzt. Dieser besteht aus Fragmenten von 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031, 1200, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000,
6000, 8000, 10000 Bp Lange. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Die Auftrennung
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 10 V/cm fir 60 min, bzw. bis das Bromphenolblau
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im Ladepuffer 2/3 des Gels durchlaufen hatte. Das Gel wurde anschlieBend durch 15
mindtiges Einlegen in eine Lésung von 10 yg/ml Ethidiumbromid in H,O geféarbt, danach mit
Wasser gespult und auf dem UV-Transilluminator ,ImageMaster® (Pharmacia Biotech)
fotografiert.

4.2.1.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen schneiden DNA spezifisch an bestimmten Basensequenzen und
ermdglichen so die Entstehung von DNA-Fragmenten mit glatten Enden oder einzelstrangigen
Uberhidngen, sogenannte klebrige Enden. Um 1 pg Plasmid zu verdauen, wurden zwischen 5-
10 U Enzym fir eine Stunde bei 37° C eingesetzt. Hier wurden die vom Hersteller
mitgelieferten Puffer benutzt.

4.2.1.3 Trennung von DNA-Fragmenten durch Gel-Extraktion

DNA-Fragmente unterschiedlicher GréBe lassen sich durch Gelelektrophorese auftrennen und
anschlieBend Extraktion aus dem Agaraosegel isolieren. Hierfir muss mehr DNA als in einer
analytischen Gelektrophorese eingesetzt werden, da bei der Extraktion Verluste entstehen.
Nach der Auftrennung der Fragmente und Farben mit Ethidiumbromid wurden die gewlnschte
DNA-Banden unter UV-Licht erkannt und mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten.
Die Aufreinigung der DANN-Fragmente erfolgte mit dem QIAEX 1I® Gel Extraction Kit. Die
gewonnene DNA-L&sung wurde bei —20° C gelagert.

4.2.1.4 Ligation von DNA

Mit Hilfe einer DNA-Ligase wurden die DNA-Fragmente in einen Vektor eingefiigt. Die Ligation
fohrt zum Einbau eines DNA-Fragmentes (inserf) in einen Vektor durch Bildung von
Phosphordiesterbindungen, wenn die Enden kompatibel sind. Dies wird erreicht, indem die
Fragmente und die multiple-cloning-site des Vektors mit Restriktionsenzymen geschnitten
werden, die die gleichen Uberhénge produzieren. Zur Ligation wurde das Rapid DNA Ligation
Kit (Fermentas) eingesetzt, das die T4 DNA-Ligase verwendet.

4.2.1.5 Die Herstellung chemokompetenter Bakterien (XL10Gold)

50 pl einer Gefrierkultur des Bakterienstammes E.coli (XL10 Gold) wurden in 10 ml LB-
Medium bei 37° C unter Schiitteln (225 rpm) Uber Nacht bebritet. 2 ml dieser Vorkultur
wurden in 200 ml LB-Medium (berfiihrt und bei 37° C/ 225 rpm fiir 2-3 h (bis zu einer ODggg
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von 0,5) kultiviert. Die Bakterienkultur wurde in sterilen Polypropylenréhrchen fir 10 min bei
3500 x g und 4° C zentrifugiert und das Bakterienpellet wieder in 100 ml 100 mM MgCI2 (4°
C) resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und dann mit 20 x g bei 4° C zentrifugiert. Das
gewonnene Pellet wurde in 100 ml 85 mM CaCl, mit Glyzerin (4° C) aufgenommen. Die
Bakterien wurden fir 1 h auf Eis inkubiert und anschlieBend in Aliquots (850ul) in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80° C gelagert.

4.2.1.6 Die Herstellung elektrokompetenter Bakterien (HB101)

40 mL LB wurden mit 2 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer ODsoo von 0,9 bei
37° C geschttelt. Der Ansatz wurde fir 15 min in Eiswasser abgekihlt und fir 15 min im
vorgekiihlten Rotor der Kilhlzentrifuge bei 3500 x g und 4° C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen wurden in 5 ml ddH,O resuspendiert. Der Zentrifugenbecher
wurde dann 5 ml ddH,O aufgeflllt und erneut fir 15 min im vorgekihlten Rotor der
Kihlzentrifuge bei 3500 x g und 4° C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen
in 20 ml 15 % Glycerol resuspendiert. Die Suspension wurde erneut wie zuvor zentrifugiert
und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde in 0,5-1 ml 15 % Glycerol in ddH,O
resuspendiert und in 100 pl Aliquots in EppendorfgefaBen in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80° C gelagert.

4.2.1.7 Klonierung der Vektoren

Expressionsvektor:

Das Plasmid pcDNAS3.1(+) ist ein 5428 Bp groBer Expressionsvektor fiir eukaryotische Zellen.
Mit diesen Vektor ist die Klonierung eines Gens von Interesse méglich. Fir die Klonierung
tragt das Plasmid ein Ampicillinresistenzgen. Die Expressionskassette besteht aus dem
Cytomegalo-Virus-Promotor (Pcwy) und dem polyA-Signal des Bovine Growth Hormone
(BGHpA), zwischen denen sich eine multiple cloning site befindet. Uber das Neomycin-
Resistenzgen unter Kontrolle des SV40-Promotors ist eine stabile Transfektion von
eukaryontischen Zellen méglich.

6

Der Restriktionsverdau von Insert und Vektor erfolgte mit den Restriktionsenzymen Hindlll
und Xbal in einem Gesamtvolumen von 20 pl. 2 uyg pcDNA3.1(+) und 6 pg pBluehSOAT
wurden mit jeweils 10 U beider Endonukleasen fiir 2 h bei 37° C geschnitten. AnschlieBend
wurden die geschnittene DNA auf einem 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
(Abb. 5), die Fragmente ausgeschnitten und aus dem Gel extrahiert. Fir die Ligation wurde
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das Rapid DNA Ligation Kit (Fermentas) eingesetzt (Tab. 6). Die Reaktion erfolgte bei RT flr
1 h.

Tab.6: Ligations-Ansazt fir Expression des SOAT

Ligations-Ansatz [pl] SOATF3
2 x Rapid Ligation Puffer 2
pcDNAS.1(+) (50 ng/ul)

cDNA des SOAT-Flag (50 ng/ul) 3
H.O (Nuclease-frei) 12
T4 DNA-Ligase 2
RNAi-Vektor:

Eine Unterdriickung der Expression des SOAT soll Uber einen short hairpin (sh) RNA-Vektor
erreicht werden. Hierzu wurden verschiedene, 19-23 Nukleotide lange Sequenzabschnitte der
cDNA des SOAT in Leserichtung, gefolgt von einem loop bildenden Spacer und der
komplementiren Sequenz des Abschnitts in den Vektor psiSTRIKE-hMGFP® (Promega)
kloniert. Bei Transfektion in Zellen werden kurze RNA-Molekile von diesen Sequenzen
transkribiert, die spontan zu einer doppelstrangigen shRNA hybridisieren. Diese shRNA-
Molekille werden von dem RNAi-Komplex (RISC) gebunden, der die mRNA des SOAT
dadurch spezifisch degradiert. Von diesen Sequenzen wurde Uber Bestimmung des RNAI-
Effekts in stabil mit hSOAT transfizierten Zellen diejenige ausgewahlt, die den gréBten Effekt
ausibte. Dieser Vektor (SOAT2-RNAi) wurde bereits vom Institut zur Verfligung gestellt. Als
Kontrollplasmid wurde eine Sequenz in psiSTRIKE-hMGFP® kloniert, die randomisiert die
Basen der wirksamen shRNA enthalt. Um eine stabile Transfektion zu ermdglichen, wurde
zusatzlich ein Neomycin-Resistenzgen (PGK_Neo™-Kassette) in den Vektor kloniert.

Die komplementaren einzelstrangigen RNA-Oligonukleotide wurden nach Zusatz eines
~annealing“-Puffers fir 3 min bei 90° C denaturiert und bei 37° C fir 15 min hybridisiert. Die
siRNA wurden als definierte Stammlésung (als 1 pg/ul) verdiinnt und mit dem linearisiert
vorliegenden Vektor ligiert (Tab.7). Die gewonnenen Plasmide wurden als SOAT-RNAi und
SOAT-RNAI-Kontroll bezeichnet.

Sequenz:
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¢ | 5-ACCGAAAGGATCTTGGAATTCATTCAAGAGATGAATTCCAAGATCCTTTCTTTTTC-3
|_
<
o)
@
< |+ | 5-TGCAGAAAAAGAAAGATCTTGGAATTCATCTCTTTGAATGAATTCCAAGATCCTTT-S
o
S |t | 5-ACCGTACTATTGGAGCAGTAAATTCAAGAGATTTACTGCTCCAATAGTACTTTTTC-3'
5
X
< |+ | 5-TGCAGAAAAAGTACTATTGGAGCAGTAAATCTCTTGAATTTACTGCTCCAATAGTA-S'
o

Tab.7: Ligations-Ansazt fiir knock down des SOAT

Ligations-Ansatz [ul] SOAT-RNAi SOAT-RNAi-Kontroll
2 x Rapid Ligation Puffer 5ul 5ul
psiSTRIKE-hMGFP (50 ng/pl) 1l 1l
Annealed Oligos (1:10 verdiinnt) 1 ul -

H.O (Nuclease-frei) 2.ul 3ul

T4 DNA-Ligase 1ul 1ul

AnschlieBend wurde in die shRNA-Vektoren das Neomycin-Resistenzgen (PGK_Neo"-
Kassette) kloniert. Fiinf pg der shRNA-Plasmide und 5,5 pg des die PGK_Neo"-Kassette
enthaltenden Plasmids TOPO-NFL wurden mit dem Restriktionsenzym Kpnl (20 U) bei 37° C
fir 2 h inkubiert. Um das Restriktionenzym zu denaturieren wurde der Inkubationsansatz bei
80° C flr 20 min inkubiert. AnschlieBend lieB sich das die PGK_Neo"-Kassette enthaltende
Fragment auf einem 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch vom Vektor trennen ((Abb.7), Kap.
4.2.1.1), ausschneiden und aufreinigen (Kap. 4.2.1.3). PGK_Neo"-Kassette und geschnittene
shRNA-Verktoren wurden miteinander ligiert (Tab. 8). AnschlieBend wurde die gewonnenen

Plasmide wurden in elektrokompetente E.coli HB101 transformiert.
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Tab.8: Ligations-Ansazt in der SOAT-RNAiI Neomycin Kassette.

_Ligations-Ansatz Volumen
2 x Rapid Ligation Puffer 2ul
shRNA-Vektor [Kpnl] 1
PGK_Neo"-Kassette [Kpnl] 3ul
H-O (Nuclease-frei) 14 pl
DNA-Ligase 1l

4.2.1.8 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA durch Elektroporation

Bei der Elektroporation wird die Zellmembran durch einen kurzen elektrischen Impuls so
verandert, dass die Zellen DNA aus der Umgebung aufnehmen kénnen. Vor der
Elektroporation muissen die Zellen allerdings kompetent fur die DNA-Aufnahme gemacht
werden. Durch die Transformation nehmen kompetente Bakterien zirkuldre oder linearisierte
Plasmide auf. Die elektrokompetenten E. coli Hb101 wurden auf Eis aufgetaut, 1 pl
Ligationsansatz hinzugefligt und die Mischung in eine vorgekihlte (4° C) 2 mm Kivette
gegeben. Die Klvette wurde 1 min auf Eis inkubiert, danach wurde die Elektroporation bei
2,5 kV und 25 uF durchgefihrt.

AnschlieBend wurden 1000 pl NZY-Medium (37° C) zugegeben, der Ansatz in ein 2 ml
Eppendorfréhrchen (berfiihrt und bei 37° C und 225 rpm fir 1 h im Schittelinkubator
bebriitet. Danach wurden die Anséatze auf je eine LB-Amp-Platte ausplattiert. Zusatzlich
wurden je LB-Amp-Platte und eine hemmstofffreie Platte mittels einer Impfése mit
nicht-transformierten E. coli beimpft, um die Zellen auf Vermehrungsfahigkeit und

Resistenzeigenschaft zu tberpriifen. Die Platten wurden bei 37° C Uber Nacht bebritet.

Luria-Bertani (LB)-Platten:

NZ-Amin-Casein-Hydrolysat 10 g/l
Hefe-Extrakt 5¢/
NaCl 10 g/l
Agar-Agar 20 g/l

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt, 20 min bei 121 ° C autoklaviert, auf 60° C abgekihlt und
unter sterilen Bedingungen auf 40 Petrischalen verteilt.
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LB-Ampicillin-Platten:

NZ-Amin-Casein-Hydrolysat 10 g/l
Hefe-Extrakt 54/
NaCl 10 g/l
Agar-Agar 20 g/l

mit NaOH auf pH 7.5 eingestellt, 20 min bei 121 ° C autoklaviert, nach Abklihlen auf 60°C

Zugabe von 100 mg Ampicillin/Il, unter sterilen Bedingungen auf 40 Petrischalen verteilt.

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium) mit Ampicillin:

NZ-Amin-Casein-Hydrolysat 10 g/l
Hefe-Extrakt 59/l
NaCl 109/

auf pH 7 mit NaOH eingestellt, 20 min bei 121° C autoklaviert, nach Abkihlen auf 60° C mit
100 mg Ampicillin/l versetzt und verteilt.

Hepes Puffer:
HEPES 23,83 g

ddH.O 100 ml
pH 7,4 (mit NaOH eingestellt)

Bakterienmedien
Alle verwendeten Bakterienkulturen wurden in Luria-Bertani (LB)-Medium kultiviert.

NZY+-Brihe (hemmstofffreies Medium):

NZ-Amin-Casein-Hydrolysat 8 g/l
Hefe-Extrakt 4 g/l
NaCl 4 g/l

mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt, 20 min bei 121° C autoklaviert; kurz vor der Verwendung
wurden 10 ml der Lésung mit 125 pl 1 M MgCly, 125 pyl 1 M MgSO, und 100 pl 2 M Glucose
(sterilfiltriert) versetzt.

4.2.1.9 Isolieren der Kolonien und Animpfen von Kulturen

Nach 24-stindiger Inkubation wurden die Platten kontrolliert. Jede Kolonie auf den LB-Amp-
Platten ging aus einer transformierten Bakterienzelle hervor.

Um diese einzelnen Klone getrennt untersuchen zu kdnnen wurden die Einzelkolonien von

der Platte gepickt und in Selektionsmedium mit Ampicillin vermehrt. Die untransformierten
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Zellen sollten nur auf den hemmstofffreien Platten wachsen und auf den LB-Amp-Platten
keine Kolonien bilden. Wenn die Kolonien der transformierten Zellen auf den LB-Amp- Platten
einen Durchmesser von etwa 0,5-1,0 mm erreicht hatten, wurden jeweils sechs der
Einzelkolonien unter sterilen Bedingungen mit einer sterilen, abgeflammten Impfése von der
Agarplatte in ein beschriftetes Kulturréhrchen mit 3 ml LB-Medium und 3 ul Ampicilin-
Stammlésung in ddH,O 100 pg/ml (1:1000) UGberfihrt und bei 37° C und 225 rpm im
Schuttelinkubator bebritet.

Die Vermehrung der Bakterien im Kulturréhrchen lasst sich mit dem Auge durch eine
zunehmende Trubung verfolgen und anhand der optischen Dichte bei 600 nm quantifizieren.
Wird der Kulturflissigkeit ein Antibiotikum zugesetzt, kénnen sich die Bakterien der Kolonie
nur dann vermehren, wenn sie die entsprechende Antibiotikaresistenz tragen. Diese selektive
Anzucht kann genutzt werden, um nach einer Klonierung nur das Wachstum der gewlinschten
rekombinanten Bakterien zu erméglichen.

4.2.1.10 Einfrieren von transformierten Bakterien

Um flr eine spatere Plasmid-Praparation wieder auf einen bestimmten Bakterienklon
zurlckgreifen zu kénnen, wurden Glycerin-Kulturen angelegt. 850 pul einer lber Nacht in LB-
Medium gewachsenen Bakterien-Suspension wurde mit 150 pl Glycerin in ein
verschraubbares Einfrier-Réhrchen gegeben und nach sorgfaltigem Mischen dann in
flussigem Stickstoff schockgefroren, anschlieBen bei —70° C gelagert.

4.2.1.11 Plasmid-Praparationen im Mini- und Midi-MaBstab

FUr die Praparation von Plasmiden im Mini-MaBstab wurde das QIAprep Miniprep Kit (Qiagen)
benutzt. Die Praparation in groBen Mengen (Midi) erfolgte mit Hilfe des Qiagen Plasmid Midi
Kits. Hierfir wurde in 3 ml (Mini-MaBstab) bzw. 50 ml (Midi-MaBstab) Medium eine
Ubernachtkultur der Klone hergestellt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte, analog zur Mikro-
Praparation, durch die alkalische Lyse. Die Reinigung der Plasmid-DNA wurde Uber eine
QIAGEN:-tip 100 S&ule erreicht.
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Lésungen:

Puffer P1:

Tris

EDTA

auf pH 8,0 mit HCI eingestellt
RNase A

Puffer P2:
NaOH
SDS

Puffer P3:
K-Acetat

auf pH 5,5 mit konzentrierter Essigsaure eingestellt.

Puffer QBT:
NaCl

MOPS
Ethanol
Triton X-100
pH 7,0

Puffer QC:
NaCl
MOPS
Ethanol
pH 7,0

Puffer QF:
NaCl

Tris
Ethanol
pH 8,5

50 mM
10 mM

100 pg/ml

200 mM
1%

3M

750 mM
50 mM
15 %
1,5 %

1M
50 mM
15 %

1,5M
50 mM
15 %

(Puffer P1 bis QF wurden als fertige Lésungen aus dem QIAGEN® Plasmid Midi Kit

verwendet.)
LB-Amp-Medium (siehe oben)
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Herstellung einer 50 ml Ubernachtkultur

Aus 6 Klonen einer Mutation mit korrektem Plasmidschnittmuster wurde willklrlich eine
ausgewahlt. Die Probe wurde auf Eis aufgetaut, unter sterilen Bedingungen in 50 ml LBAmp-
Medium in 100 ml Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und 16 h bei 37° C und 225 rpm im
Schittelinkubator bebritet. Danach wurden kleine Aliquots der Kulturen eingefroren und das

Ubrige Material zur Plasmid Midi-Praparation weiterverwendet.

Plasmid Midi-Praparation mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit

Die Kulturen wurden in 50 ml Sarstedt-Réhrchen bei 6.000 x g bei 4° C fir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und die Rdhrchen wurde auf den Kopf
gestellt, bis mdglichst viel Medium abgelaufen war. Das Pellet wurde in 4 ml Puffer P1 durch
Vortexen resuspendiert, mit 4 ml Puffer P2 versetzt, und vorsichtig invertiert, um eine
Scherung der chromosomalen DNA zu verhindern und 5 min bei RT inkubiert. Die Losung war
nun sehr viskdés. Im Anschluss wurden 4 ml eisgekihlter Puffer P3 zugegeben, vier- bis
sechsmal invertiert und 15 min auf Eis inkubiert. Durch die niedrige Temperatur wurde die
Prazipitation geférdert. Es entstand ein weiBer Niederschlag aus chromosomaler DNA,
Proteinen, Zelldedritus und SDS. Die Rdéhrchen wurden nun bei 20.000 x g bei 4° C 30 min
zentrifugiert. Wahrend dieser Zeit wurden die QIAGEN-tip100 Saulen auf 50 ml Sarstedt-
Réhrchen aufgesetzt und mit 5 ml Puffer QBT zum Equilibrieren beflllt. Nachdem der Puffer
aus den Saulen abgetropft war, wurden Faltenfilter von 185 mm Durchmesser auf die Saulen
aufgesetzt und mit 2 ml ddH,O befeuchtet. Der Uberstand aus der Zentrifugation wurde durch
den Filter auf die S&aulen gegeben. Nachdem die Lésung durchgelaufen war, wurden die
Séaulen zweimal mit 10 ml Puffer QC gewaschen. Die Saulen wurden dann auf neue 50 ml
Sarstedt-Réhrchen aufgesteckt und die DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert. Die DNA wurde mit
3,5 ml Isopropanol bei RT prazipitiert und bei 15.000 x g bei 4° C 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgegossen, um das Pellet nicht zu verlieren, das Pellet mit 2 ml
70 %igem Ethanol gewaschen und erneut bei 15.000 x g bei 4° C 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder abgegossen, das Pellet bei 80° C im Trockenschrank getrocknet und
in 100 ul ddH,O gelbst.

4.2.1.12 Ethanol-Fallung von DNA

Um DNA aus waéssrigen Ldsungen aufzureinigen, insbesondere um Phenolreste aus der
Lésung zu entfernen, kann sie durch Zugabe eines Salzes und nachfolgende Zugabe von
Alkohol (Ethanol oder Isopropanol) ausgeféllt werden. Die Préazipitation der DNA erfolgte nach
Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Na- Acetat und 3 Vol. 100 % Ethanol und folgender Inkubation auf
Eis fir 10 min. Nach Zentrifugation des Fallungsansatzes (15 min, 13000 x g, 4° C) und
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Entfernung des Uberstands wurde das Pellet mit 4 Vol. 70 % Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (5 min, 13000 x g, 4° C). Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet bei
Raumtemperatur getrocknet. Je nach DNA-Menge wurde die prazipitierte DNA in einem
geeigneten Volumen (meistens 70 pl) ddH,O aufgenommen.

4.2.1.13 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA- und RNA-Konzentration wurde in einem UV-Photometer (Beckmann) bestimmt, in
dem bei einer Wellenlange von 260 nm die optische Dichte (ODyg0) der Nukleinsdureldsung in
einer Quarzkivette gemessen wird. Nach folgender Formel Iasst sich die Konzentration der

DNA und RNA berechnen.

Absorption[260 nm] x E [ug] x gemessenes Volumen

Konzentration [ug/mi] =
Eingesetztes Volumen (50 x 1000 i)

gemessenes Volumen: Verdinnungsfaktor
E (Extinktionskoeffizient in Wasser): 40 ug fir RNA und 50 pg fir DNA

Die Division der Extinktionen bei 260 und 280 nm gibt Aufschluss Uber die Reinheit von DNA-
Lésungen und sollte zwischen 1,8 und 2,0 und fir RNA Uber 1,8 liegen. Niedrige Werte
zeigen eine Kontamination mit Proteinen an.

4.2.1.14 Analytischer Verdau gewonnener Plasmid-DNA zur Kontrolle der
Schnittmuster

Um zu kontrollieren, ob es sich bei der gewonnen DNA um die gewtinschte Plasmid-DNA
handelte, wurde die DNA einem Restriktionsverdau unterzogen. Bei den verwendeten
Restriktionsendonukleasen handelte es sich um das Enzym Smal fir SOATF3, Sall und Bg/ |l
fir SOATiKontroll1 und Sal | und Bg/ Il fir SOATi2Neo. Pro Plasmid-DNA wurde 1 pl der in
der Mini-Praparation gewonnenen L&sung eingesetzt. Die Ansétze zeigen Tabellen 9, 10 und
11. Die Proben und die Kontrolle wurden 2 h bei 37° C inkubiert.
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Tab. 9: Ansatz zum analytischen Verdau fur SOATF3

Ansatz Volumen
1 ug DNA 1l
Smal 1 ul
Restriktionspuffer 2ul
ddH.O 16 pl
Gesamtvolumen 20 pl

Tab. 10: Ansatz zum analytischen Verdau fiir SOATiKontroll1

Ansatz Volumen
1 ug DNA 1l
Sall 1l
Bgl ll 1l
Puffer R* 2 ul
ddH.O 15 pl
Gesamtvolumen 20 pl

Tab. 11: Ansatz zum analytischen Verdau fiir SOATi2Neo

Ansatz Volumen
1 ug DNA 1l
Sall 1l
Bgl ll 1l
Puffer R* 2 ul
ddH.O 15 pl
Gesamtvolumen 20 pl
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4.2.1.15 Analyse des Restriktionsverdaus mittels Elektrophorese

Die Kontrolle erfolgte Uber eine horizontale Elektrophorese auf einem 1 %igen Agarosegel in
TAE-Puffer. Von den Anséatzen der Proben und der Kontrolle wurden 20 ul mit 3 uyl Ladepuffer
versetzt und in die Slots geladen. Als DNA-Langenstandard wurde der GeneRuler™ DNA
Ladder Mix eingesetzt. Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel wie oben beschrieben
gefarbt und fotografiert. (SOATF3 [Smal] (Abb. 6), SOATi2Neo [Sall, Bgll] (Abb. 8),
SOATiKontroll1 [Sall, Bgll] (Abb.9)).

4.2.1.16 Linearisierung des Plasmids

Zur Transfektion der Zellen mit Plasmide, wurden diese zuvor linearisiert. Diese Linearisierung
erfolgte durch ein Restriktionsenzym, dass das Plasmid nur einmal und an einer Position
auBerhalb der fur die Transfektion notwendigen Elemente schneidet. Die Vollstandigkeit des
Verdaus wurde mittels Gelelektrophorese Uberpriift. Durch anschlieBende Phenolextraktion
wurde das Restriktionsenzym entfernt.

4.2.1.17 Phenolextraktion

Proteine kénnen aus Nukleinsaurelésungen durch Extraktion mit Phenol entfernt werden. Die
zu extrahierende Ldsung wurde mit TE-Puffer auf 200 pl aufgefdllt und mit 200 ul einer
Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhaltnis 25:24:1 versetzt,
gevortexet und 5 min 14500 x g zentrifugiert. Die obere, wassrige DNA-Phase wurde in ein
neues Eppendorfgefa3 Gberfuhrt. Dieser Prozess wurde so oft wiederholt, bis die Interphase
zwischen der wassrigen und der Phenolphase frei von Tribungen blieb (1-2 mal). Danach
folgte eine Fallung der DNA mit Natriumacetat und Ethanol. Da bei der Phenolextraktion DNA
verloren geht, wurde die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt.
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4.2.2 Zellbiologische Methoden

4.2.2.1 Kultivierung von Zellen

Bei den beiden Zelllinien MCF7 und T47D handelt es sich um adhé&rente Zellen, die in T-REX-
Medium, bestehend aus Dubeco’s modified Eagle media (DMEM) mit Zusatzen (Tab. 12) bei
37 °C, 10 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit (Wasserdampf-gesattigter Atmosphére) in einem
CO,-Inkubator im allgemeinen bis zur Konfluenz kultiviert wurden. Dabei wurde das
Wachstumsmedium alle 3 Tage gewechselt. Nach Konfluenz des Zellrasens wurden die
Zellen auf neue KulturgefaBe Ubertragen.

Tab. 12: Standard-Zellkulturmedium T-REX

Standard-Zellkulturmedium T-REX Prozent
D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 43,5 %
F-12 Nutrient Mixture (HAM) + Glutamin 43,5 %
FKS (Fetales Kalberserum) 10 %
L-Glutamin (200 mM) 2%
Penicillin/Streptomycin* 1%

* Penicillin; 10.000 U/ml, Streptomycin; 10mg/ml

4.2.2.2 Passagierung von Zellen

Lésungen:

1 x Trypsin:
10 x Trypsin/EDTA (Trypsin 5 mg/ml, EDTA 2,2 mg/ml) wird 1:10 in PBS oder HEPES Puffer

verdinnt.

PBS:

NaCl 137 mM 8 g/l
KClI 2,7mM 0,2 g/l
Na,HPO, 10 mM 1,3 g/l
KH,PO, 2 mM 0,2 g/l
pH 7,4

Zum Passagieren unter sterilen Bedingungen wurden das alte Medium von den konfluenten

Zellen abgesaugt und diese einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden zum Ldsen des
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Zellrasens fir wenige Minuten bei 37°C in 1 ml Trypsin-EDTA-L8sung inkubiert. Das Trypsin
wurde mit 2 ml des T-REX-Mediums (Tab. 12) inaktiviert, da das enthaltene Fetale
Kalberserum (FKS) a1-Antitrypsin enthalt. Die Zellen wurden anschlieBend bei 390 x g fir 2
min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden sie in 1 ml
des Kulturmediums (T-REX) wieder aufgenommen und auf die finf- bis zehnfache
Kulturflache ausplattiert.

4.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Ermittlung der Zellzahl, wurden die Zelllinien wie beim Passagieren von den Kulturschalen
mit 1 x Trypsin-EDTA-L&sung geldst und das Trypsin mit T-REX-Medium inaktiviert. Die
Zellen wurden fur 2 min bei 200 x g sedimentiert und in 1 ml T-REX-Medium resuspendiert.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 pl der Zellsuspension 50 ul Trypanblau-Lésung (0,4
%) und 400 pl PBS gemischt (1:10). Die Zellzahl wurde in eine Birker-Tirk-Zahlkammer

bestimmt.

4.2.2.4 Einfrieren der Zellen

Zur Langzeitlagerung der Zellen wurden, wie beim Passagieren, von jeder Zelllinie in der
logarithmischen Wachstumsphase Glycerin-Kulturen angelegt. Dazu wurden, wie oben
beschrieben, die Zellen einer 10 cm-Schale vor ihrer Konfluenz mit 0,25 %igen Trypsin-EDTA-
Lésung in Suspension gebracht und durch Zentrifugation sedimentiert. AnschlieBend wurden
die Zellen in 0,9 ml T-REX-Medium resuspendiert und in ein Kryoréhrchen, in dem 0,1 ml
DMSO vorgelegt waren, gegeben, durch Uberkopfschiitteln gemischt und stufenweise
zunachst Uber Nacht bei —80° C und letztendlich zur Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff

eingefroren.

4.2.2.5 Auftauen von Zellen

Das Auftauen muss mdglichst schnell erfolgen. Hierzu wurden die Zellen im Kryoréhrchen im
Wasserbad bei 37° C aufgetaut und zusammen mit dem Einfriermedium sofort in eine

Zellkulturflasche (250 ml, 75 cm?® Sarstedt) mit 10 ml Wachstumsmedium (berfiihrt. Das

Medium wurde nach Adhéasion der Zellen (12-24 h) gewechselt.
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4.2.3 Transfektion der Zelllinien MCF7 und T47D mit den konstruierten
Plasmiden

Zur Transfektion von eukaryontischen Zellen standen verschiedene Methoden zur Verfligung.
Zum einen die Transfektion Ober chemische Reagenzien, d.h. kationische Lipide oder
Calcium-Phosphat, zum anderen durch Elektroporation. Um eine mdglichst effiziente
Transfektion der Zellen zu erreichen, wurden verschiedene Transfektionsreagenzien und
Elektroporationsbedingungen im 24-Well-Format getestet. Folgende Transfektionsreagenzien
wurden eingesetzt:

Lipofectamine® (Invitrogen)

Lipofetamine2000® (Invitrogen)

Metafectene® (Biontex)

Fugene6® (Roche)
Dafir wurden T47D-Zellen im 24-Well-Format mit Zellen 20.000 platiert.
Penicillin/Streptomycin-freiem Medium wurde nur bei der Verwendung von Lipofetamine2000°
zugesetzt. Den Zellen wurde Lipofectamine®, Lipofetamine2000®, Metafectene® und
Fugene6® (2.5, 2.0, 1.75 und 1.0 pl) mit Plasmid-DNA SOATi2Neo4 (0.3, 0.8, 0.5 und 0.5pg)
zugesetzt.
Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen im entsprechenden Medium ohne
Antibiotika ausgesat, so dass ihre Dichte zum Transfektionszeitpunkt ca. 50 % betrug. Die
bendtigte Menge an siRNA wurde in der entsprechenden Menge Optimem verdiinnt. Nach
einer Inkubation bei RT fir 5 min wurden die beiden L&sungen zusammengegeben und
vorsichtig gemischt. Eine weitere Inkubation fiir 30 min bei RT erlaubte die Bildung der T47D-
RNA-Komplexe, die dann tropfenweise auf die Kulturschalen gegeben wurden. Es erfolgte
kein Wechsel des Mediums.
Damit die Zellen transfizierte DNA stabil aufnehmen, miissen sie unter einen Selektionsdruck
gesetzt werden, damit die DNA in das Genom integriert wird. Da die stabil zu integrierenden
Plasmide kein eigenes eukaryotisches Antibiotika- Resistenzgen trugen, wurde ein Plasmid
mit einem Geneticin (250-4000 ug G418/ml Medium) -Resistenzgen co-transfiziert. Nach ein
bis zwei Tagen begannen die nicht resistenten Zellen abzusterben. Die nun wachsenden
Kolonien wurden mit einer Pipette gepickt und in 24-Well Platten Gberflhrt.
Parallel wurde die Effizienz der Transfektion (ber Elektroporation getestet. Da die Zellen bei
diesem Verfahren stark geschadigt bzw. abgetétet werden kdénnen, mussten in
Versuchsreihen die optimalen Bedingungen ermittelt werden. Die Transfektionseffizienz der
Methoden konnte leicht durch den eingesetzten shRNA-Vektor Uberprift werden, da in dem
Plasmid auch eine Expressionskassette fir das Green-Fluorescent-Protein (GFP) enthalten
ist. Dieses Protein, abgeleitet aus dem urspriinglich aus der Koralle Montastrea cavernosa
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klonierten Protein, zeigt bei Anregung mit 480 nm Wellenlange eine Fluoreszenz von 515 nm.
Nach Anfarbung der DNA des Zellkerns mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI), das bei 358
nm Anregung mit 400 nm fluoresziert, kann die Zellzahl in einem Bildausschnitt bestimmt und
der Zahl der GFP-positiven Zellen gegeniiber gestellt werden. Abb. 10 zeigt beispielhaft
T47D-Zellen nach Transfektion mit dem shRNA-Vektor mittels Lipofectamine2000® und DAPI-
Farbung.

Der Einsatz eines BioRad XCell® Elektroporators erméglichte es, die Zellen nach einem
sogenannten Square-Wave-Protokoll zu transfizieren. Bei der Elektroporation werden die
Zellen in dem Elektroporationsgerat in ein elektrisches Feld gebracht und kurzen elektrischen
Impulsen mit hoher Feldstarke ausgesetzt. Dabei entstehen kurzzeitig Poren in der
Zellmembran, durch die DNA in die Zelle gelangen kann.

20 pg der linearisierten Plasmid-DNA und 10° Zellen wurden pro Elektroporation eingesetzt.
Um einen elektrischen Durchschlag zu vermeiden, sollte sich die DNA in einer Lésung mit
sehr geringer lonenstéarke (im Idealfall bidest. Wasser) befinden. Fir jeden Zelltyp missen die
Parameter optimiert werden. Um dies zu erreichen, wurden zweidimensional - Expositionszeit
(10, 20 ms) und Spannung (90, 100, 110, 120, 130 V) variiert und verschiedene Puffer (PBS,
OPTIMEM, Hepes Puffer) eingesetzt. Zur Elekiroporation der humanen Brustkrebs-
Adenokarzinomlinien MCF7 und T47D erwies sich eine Spannung von 120 V als optimal. Fr
MCF7-Zellen wurde als optimale Zeit ein Wert von 20 ms, fir T47D von 10 ms ermittelt. Unter
den Medien erwies sich OPTIMEM als am besten geeignet. Aus den gewonnenen Parametern
wurde folgendes Protokoll entwickelt:

10° Zellen wurden in 200 pl Optimem aufgenommen, in zur Elektroporation geeignete 4 mm
Kuvetten Uberfiihrt. 20 ug DNA, geldst in mdglichst wenig ddH,O wurde hinzugegeben. Nach
Mischen und Inkubation tber 5 min wurden die Zellen elektroporiert (120 V, fir MCF7 bei 20
ms, fir T47D 10 ms, Bio-Rad Gene Pulser) und unmittelbar danach mit 1 ml T-REX-Medium
versetzt.

SchlieBlich wurden die Zellen wieder in einer 10 cm Petrischale mit 10 ml T-REX Medium
ausgesat. Damit in diesen Zellen die vorhandene Neomycin-Antibiotikaresistenz der Plasmide
ausgenutzt werden kann, wurde 24 h nach Transfektion das Medium durch das Antibiotika-
haltige Selektionsmedium ersetzt.

4.2.4 Stabile Transfektion

Stabile Transfektion bedeutet, dass in eine Zelle eingebrachte DNA fest in das Genom
integriert wird. Dies kann durch die Ausnutzung eines Antibiotikaresistenzgens im Vektor
erreicht werden. Nicht stabil transfizierte Zellen sind im antibiotikahaltigem Medium nicht
Uberlebensfahig. Stabil transfizierte Zellen kénnen proliferieren und bilden Kolonien. Eine
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Kolonie entspricht dann einem Zellklon. Das Neomycin-Antibiotikaresistenzgen ist sowohl im
pcDNAS.1(+) Vektoren als auch SOATi2Neo4 vorhanden. Es handelt sich dabei um eine
Phosphotransferase, welche die Aminoglykosid-Antibiotika Neomycin und Geneticin (G418)
durch Phosphorylierung inaktiviert. Zur Selektion der Zellen, welche die Vektoren stabil in ihr
Genom integriert hatten, wurden die Zellen in einem Medium kultiviert, das G418 enthielt. Die
notwendige Konzentration zum Abtéten der nicht stabil transfizierten Zellen wurde in einer
Konzentrationsreihe ermittelt (250-4000 yug G418/ml Medium). Fir beide Zelllinien stellte sich
heraus, dass eine G418-Konzentration von 750 pg/ml notwenig ist, sie wurden 7-12 Tage lang
behandelt.

Nachdem das oben beschriebene Protokoll erarbeitet war, wurden die Zelllinien mit den
Vektoren durch Eletroporation wie oben beschrieben transfiziert, auf 10 cm Kulturschalen
plattiert und selektioniert.

Nach ein bis zwei Tagen begannen die nicht resistenten Zellen abzusterben. Die nun
wachsenden Kolonien wurden mit einer Pipette gepickt und in 24-Well-Platten tGberfihrt. Nach
etwa 7 Tagen waren in den Kulturschalen Kolonien zu erkennen, die auf 24-Well-Platten
vereinzelt wurden und als Einzellklone bezeichnet. Zuséatzlich wurde von jedem Vektor eine
Sammelkultur gewonnen und vereinzelt. Die Zellen wurden so lange kultiviert und in géBere
KulturgefaBe (ibertragen, bis etwa 20 x 10° Zellen vorhanden waren. Die Bezeichnung der
jeweiligen Zelllinien zeigt Tabelle 13. AnschlieBend wurden die Zelllinien kryokonserviert (Kap.
4.2.2.4).
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Tab. 13: Bezeichnung der gewonnenen Zelllinien nach der stabilen Transfektion.

Plasmid

MCF7

T47D

SOATIKontrolle1Neo4

MCF7sk Sammelklon

T47Dsk Sammelklon

SOATI2Neo4

MCF7si Sammelklon1
MCF7si Sammelklon2
MCF7si Sammelklon3
MCF7si Sammelklon4

T47Dsi Sammelklon1
T47Dsi Sammelklon2
T47Dsi Sammelklon3
T47Dsi Sammelklon4

T47Dsi Sammelklon5
T47Dsi Sammelklon6
T47Dsi Sammelklon7

pPcDNA3.1(+) MCF7pc3 Sammelklon T47Dpc3 Sammelkion

SOATF3 MCF7sf3 Sammelklon
MCF7sf3 Einzelklon1
MCF7sf3 Einzelklon2
MCF7sf3 Einzelklon3

MCF7sf3 Einzelklon4

T47Dsf3 Sammelklon
T47Dsf3 Einzellklon

4.2.5 Nachweis der Integration der Vektoren in das Genom

Zur Uberpriifung der stabilen Integration wurde eine PCR (polymerase chain reaction)
durchgefihrt, die die hSOATF-Expressionskassette bzw. die shRNA-Kassette nachweist.

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von spezifischen
DNA-Sequenzen. Als Reaktionsprinzip liegt die Replikation der DNA in der Zelle zugrunde.
DNA-Polymerasen synthetisieren aus einzelstrangiger DNA einen komplementdren DNA-
Strang. Der DNA-Polymerase dienen Primer, die aus kurzen Nukleotidsequenzen bestehen,
als Startpunkt. Diese Primer missen eine Sequenz aufweisen, die mit dem Matrizenstrang
hybridisieren kann. Die Reaktion besteht aus drei Teilschritten bei unterschiedlichen
Temperaturen. Zuerst erfolgt die Denaturierung der DNA-Doppelstange bei 94° C, bei der die
DNA in Einzelstrange aufgeschmolzen wird. Dann folgt das Annnealing bei ca. 50° C zur
Hybridisierung der Primer mit den DNA-Matrizen. Nach der Hybridisierung wird die
Polymerasereaktion bei ca. 70° C zur DNA-Kopierung durchgefthrt. Durch vielfaches
Wiederholung dieser Zyklen lassen sich definierte DNA-Abschnitte amplifizieren.
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4.2.6 Praparation genomischer DNA und die Polymerasekettenreaktion (PCR)

1x TE-Puffer:
Tris-HCI 10mM (pH 7.4)
EDTA 1mM (pH 8)

Ansatzt fir Lysispuffer:

Stoff Molaritat Menge
Tris 100 mM, pH 8,5 6,057 g
Na-EDTA 5mM 0,939
SDS 0,2mM 10 ml aus 10%igem
NaCl 200 mM 5,844 g

Puffer: Lysispuffer bestehend 1 pl Proteinase K (aus 20g/I Stammldsung)

Hierflr wurden die transfizierten und die nativen Zelllinien (als Negativ-Kontrolle) durch einen
Detergens und Proteinase K enthaltenden Lysis-Puffer aufgeschlossen, um die genomische
DNA zu gewinnen. Dazu wurden die transfizierten und die nativen Zelllinien in 24 Well-Platten
mit einer Zellzahl von 200.000 Zellen/Well platiert und kultiviert. Nach Konfluenz des
Zellrasens wurden die Zellen mit PBS von dem Kulturmedium gereinigt und 500 pl/Well
Lysispuffer zugesetzt und im COg-Inkubator tber Nacht verdaut. Am nachsten Tag wurde 500
pl/well 2-Propanol fiir 1 h zugegeben, die in Faden ausgefallene DNA mit einer Kanlle
herausgefischt und in ein Eppendorfgefa3 Gbertragen. Die DNA wurde mit 200 ul Ethanol
versetzt, um das Isopropanol zu entfernen, abzentrifugiert und das Ethanol entfernt. Das
Pellet wurde getrocknet und in 100 pl 1 x TE-Puffer fir 30 min bei RT geldst. Von der
genomischen DNA wurden 250 ng in PCR eingesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurden 0,5 ng
Plasmid DNA der Vektoren verwendet.

Die in der PCR eingesetzten Oligonukleotide sind in Tabelle 14 aufgefihrt und die
Zusammensetzung der Reaktionslésung wurde in Tabelle 15 gezeigt. Die PCRs wurden, wie
in Tabelle 16 beschrieben, in einem MJ Mini®Gradient Thermal Cycler (BIO-RAD)
durchgefiihrt. Zum Nachweis der erhaltenen Amplifikate werden die PCR-Produkte im
Agarosegel

aufgetrennt.

Es wurden Amplifikate fir den Nachweis der shRNA-Vektoren in den transfizierten MCF7 und
T47D-Zelllinien von 450 Bp, fir den Nachweis der SOATF3 und pcDNAS.1(+) in den
transfizierten MCF7 und T47D-Zelllinien von 2,2 kb sowie von 1 kb fir pcDNAS3.1(+)1 erwartet.
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Tab.14: Oligonukleotide zum Nachweis der vektoriellen DNA-Sequenzen im Genom der stabil
transfizierten Zelllinien und die GréBe der entstehenden Fragmente

Primer Sequenz FragmentgroBe

hSOAT-Kassette f  5-TTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGG-3°  pcDNA3.1(+): 1 kb
hSOAT-Kassetter  5-ATAGAGCCCACCGCATCCCCAGC-3°  SOATF3: 2,2 kb

shRNA-Kassette f 5"-GACGTTGTAAAACGACGGCC-3”

shRNA: 450 Bp
shRNA-Kassetter 5-ATGACCATGATTACGCCAAGC-3’

Tab. 15: Pipettierschema fir PCR

Komponente Menge
Template DNA 1 ul (250 nQ)
dNTP-Mix (je 10 mM) 1 ul
MgCl; 2ul
Primer forward (10 pM) 1ul
Primer reverse (10 uM) 1ul
10 x PCR-Puffer 2ul
H,O bidest. steril (DEPC) 11,5 pl
Taqg-Polymerase 0,5ul
Gesamtvolumen 20 ul

Tab. 16: PCR-Protokolle fir den Nachweis der stabilen Integration der Vektoren in das
Genom der Zelllinien.
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4.2.7 Nachweis des Expression von SOAT

Um die Transkription der SOAT-cDNA nachzuweisen, wurde mit SOAT-spezifischen
Oligonukleotiden eine Reverse Trankriptase-PCR und Quantitative RT-PCR durchgefinhrt.

Die RT-PCR ist eine sensitive Methode, um RNA nachzuweisen. Da die Polymerase DNA als
Substrat nutzt, muss vor der Amplifikation eine reverse Transkription erfolgen. Dabei wird
durch das Enzym Reverse Transkriptase aus RNA die komplementdare DNA (cDNA)
synthetisiert.

Die quantitative real-time PCR stellt eine moderne Technologie dar, die im
molekularbiologischen Bereich mittlerweile sehr breite Verwendung findet. Im Vergleich zu
bisherigen PCR-Methoden, bei denen DNA-Produkte nur qualitativ nachgewiesen werden
konnten, wurde es durch Entwicklung der quantitativen real-time PCR mdglich, Aussagen
Uber die Ausgangs-DNA- bzw. RNA-Mengen zu machen.

4.2.8 RNA Praparation aus Zellen

Lésungen und Medien:
DEPC-Wasser 0,1 % 1 ml Diethylpyrocarbonat (DEPC, 1 mg/ml) 1 | ddH,O
Ubernacht bei RT inkubieren (RNAasen werden abgebaut) und

autoklavieren (DEPC wird abgebaut)

Um die RNA zu gewinnen, wurde die Gesamt-RNA zunéachst mit dem peqGOLD RNAPure™-
Reagenz (PEQLAB Biotechnologie GmbH) aus wildtyp- und SOAT-transfizierten MCF7 und
T47D Zelllinien isoliert. Die Zellen wurden drei Tage vor der RNA-Préparation zu 10° Zellen
pro in 10 cm-Petris-Schale platiert. Am Tage der Praparation wurden sie mit 1 ml peqGOLD
RNAPure™ lysiert. Nach dem Ldsen der Zellen mit einem Schaber wurde die Zellsuspension
durch 10- 15maliges Auf- und Abziehen durch eine 1000 pl Pipette homogenisiert.

Die Lysate wurden dann fir 5 min bei 25° C inkubiert. Danach wurden 0,2 ml Chloroform je
eingesetztem ml peqGOLD zugegeben und fir 15 s kraftig geschuttelt. AnschlieBend wurden
die Lysate fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden die Lysate fiir 5 min bei
12.000 x g und bei 4° C zentrifugiert. Die Zugabe von Chloroform wund der
Zentrifugationsschritt flihren zu einer Phasentrennung, wobei die RNA in der oberen
wassrigen Phase enthalten ist. Die DNA und Proteine verbleiben dagegen in der unteren
organischen Phase bzw. in der Interphase. Die obere Phase wurde abgezogen und in ein
neues 2 ml ReaktionsgefaB Uberflhrt. Es wurden 500 pl Isopropanol pro eingesetztem ml
peqGOLD zugegeben. Die Proben wurden fir 15 min bei 4° C inkubiert. AnschlieBend wurden
sie fir 10 min bei 12.000 x g und 4° C zentrifugiert. Das Prazipitat sollte von gelartiger
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Konsistenz sein und an der unteren Seite des Réhrchens liegen. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgezogen und das Pellet zweimal mit 1 ml 70 %igem Ethanol durch Zentrifugation
far 10 min geféllt und gewaschen. Die Pellets wurden bei RT getrocknet. Zum Schluss wurden
die Pellets in 40 ul RNase-freiem Wasser gelést und auf Eis fir 30 min resuspendiert.
Einzelne Aliquots wurden pro Gewebe zusammengefasst und die Konzentration der RNA
wurde im Beckmann Photometer bei 260 nm bestimmt. Zwei ul der zu messenden Proben
wurden in 198 ul ddH,O verdlinnt. Als Leerwert dienten 198 ul ddH,O plus 2 ul RNase-freies
Wasser. Die optische Dichte bei einer Wellenldange von 260 nm (OD»g) sollte zwischen 0,1
und 1,0 liegen und der Quotient ODg/OD4gq sollte gréBer als 1,8 sein.

Die gewonnene RNA wurde mit Ethanol ausgefallt. Die Préparation wurde zur Vermeidung der
Kontamination mit RNasen mit sterilen, DNase- und RNase-freien Filterspitzen sowie DEPC-
behandeltem H,O (RNase-frei) durchgefihrt. Die RNA-Proben wurden bei —80° C gelagert.

4.2.9 cDNA Synthese Reverse Transkription; von RNA zu cDNA Synthese

Da RNA nicht direkt mittels PCR amplifiziert werden kann, muss sie zunachst in cDNA
umgeschrieben werden. Dies geschieht mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase -
der Reversen Transkriptase (RT). Als Primer wurde ein Oligo(dT)- Primer eingesetzt, der an
den poly(A)-Schwanz am 3’-Ende der mRNA bindet. Das Enzym bindet an die freie 3'-OH-
Gruppe des Primers und synthetisiert einen zur RNA-Matrize komplementaren cDNA-Strang.

Die Synthese einzelstrangiger cDNA erfolgte mit dem First Strand cDNA Synthesis Kit
Fermentas nach Herstellerangaben. In 6 ul DEPC-behandeltem Wasser wurde 1 pl Oligo(dT)-
Primer und 4 pg RNA eingesetzt. Die isolierte RNA wurde auf Eis aufgetaut und 5 min bei
70° C denaturiert. Nachdem eine geeignete Menge des Standard-Reaktionsansatzes
zugesetzt worden war (Tab. 17), erfolgte die Transkription Uber 1 h bei 37° C. Der
Reaktionsansatz wurde fir 10 Minuten auf 70° C erhitzt, um die Reaktion zu stoppen und

anschlieBend auf Eis gekihlt.

Tab. 17: Der Ansatzt die Herstellung von cDNA

Mastermix Volumen
5X Reaction Puffer 4 ul
Oligo (dT) Primer, 20 uM 2 ul
RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor 1u
M-MuLV Reverse Transcriptase 2ul
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4.2.10 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Nach dem Auftauen, Vortexen und Zentrifugation wurden die cDNA und die zur RT-PCR
benétigten Reagenzien und Oligonukleotide (Tab. 18) eisgekihlt. Die benétigten
Komponenten und die oben vorbereitende cDNA von MCF7pc3 -sf3 und T47Dpc3 -sf3
wurden in der Reihenfolge des folgenden Pipettierschema in sterile, DNase- und RNase-freie
PCR-GeféaBe pipettiert (Tab. 19). Als Negativkontrolle wurde anstatt der cDNA 1 ug RNA
verwendet. Die PCR-Reaktionen wurden mit dem nachfolgendem Temperaturprogramm
durchgefiihrt (Tab. 20). Die Proben wurden auf einem 1,5 % igen Agarosegel analysiert (Abb.
14-15) und bei -20° C gelagert. Das zu erwartende Amplifikat mit einer GréBe von 306 Bp lief3
sich in den SOAT transfizierten Zellen nachweisen.

Tab.18: Oligonukleotide zum Nachweis der vektoriellen DNA-Sequenzen im Genom der stabil
transfizierten Zelllinien

Primer Sequenz
hSOAT-Kassette f 5-CAGATGTTGAGTTTCCCACTG-3’
hSOAT-Kassette r 5-CTACTTATCGTCGTCATCCTTG-3"

Tab. 19: Pipettierschema firr die RT-PCR

Komponente Volumen
cDNA 5ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 1l
MgCl; 3ul
Primer forward (10 uM) 1l
Primer reverse (10 uM) 1l
10 x PCR-Puffer (KClI) 5ul
H,O bidest. steril (DEPC) 33,75 ul
Taqg-Polymerase 0,25 ul
Gesamtvolumen 50 pl
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Tab. 20: RT-PCR-Protokolle fiir den Nachweis der stabilen Integration der Vektoren in das
Genom der Zelllinien.
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4.2.11 Quantitative RT-PCR

Das Expressionsniveau der mRNA wurde auch mittels quantitativer real-time PCR der durch
reverse Transkription erhaltenen cDNA mit einem Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System bestimmt. Die quantitative Real Time PCR zur Bestimmung der Expression von
SOAT, Sulfatase, Estrogenrezeptor-a und - erfolgte mittels des TagMan-Sonden-Verfahrens.
Das Prinzip dieser Methode basiert auf einer Detektion und Quantifizierung des
Amplifikationsproduktes in Echtzeit (real time) wéhrend der Amplifikation. Es ermdglicht, aus
mRNA mehrere Gene gleichzeitig zu untersuchen. Hierzu wurde fir jedes Gen eine
fluorogene Sonde konstruiert, die aus einem Oligonukleotid besteht, dessen 5'-Ende mit
einem fluoreszierenden Farbstoff markiert ist, wahrend das 3'-Ende einen Quencher tragt.
Kommt es zur Polymerisierung der Nukleinssdure ausgehend von dem Primer wird der
Quencher abgespalten und das Fluorogen kann detektiert werden.

Die aus der Standardreihe erhaltenen relativen Konzentrationen wurden fiir jede Probe auf die
relative Konzentration von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) oder B-
Aktin (ACTB) als Standard bezogen. Alle Messungen wurden in Dreifachbestimmung
ausgefiihrt. Bei jedem PCR-Lauf wurde eine NTC (No Template Control, Kontrolle ohne
cDNA, Wasser-Kontrolle) mitgefihrt. Die Primer wurden von Applied Biosystems (Darmstadt)
bezogen (Tab. 21). Die Messung wurden mithilfe des Applied Biosystems 7300 Real-Time
PCR System durchgefiihrt. Die Temperaturbedingungen waren bei jedem Lauf identisch und
sind in Tabelle 22 aufgefihrt.

Das Zusammenpipettieren der Reaktionsanséatze, wie in Tabelle 23 gezeigt wird, und die
Verteilung auf die 96-well-Platte (MicroAmp™ aus Applied Biosystems) erfolgte unter
laminarem Luftfluss. Nach Verschluss der Platte mit einer Folie wurde die Platte bei 400 x g
zentrifugiert (TZ-25 Centrifuge—-Beckman Coulter) und direkt danach im Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System -Gerat gestartet. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte
mit Hilfe Microsoft Excel® 2003 und die Ergebnis wurde die Abbildung 15 gezeigt.
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Tab. 21: Verwendete Primer (Applied Biosystems) flr die quantitative RT-PCR

Primer fir Bestellungsnummern aus Applied Biosystems
SOAT Hs01399354
Sulfatase Hs00165853
Estrogen receptor-a Hs00174860
Estrogen receptor- 3 Hs00230957
ACTB HS9999903

Tab. 22: Temperaturbedingungen fiir den Reaktionsansatz der quantitativen RT-PCR

95°C, 95°C,

1000” | 015 || eo0°cC,
50°C, N 100"
Y
200" 40 Zyklus

Tab. 23: Pipettierschema fur den Reaktionsansatz der quantitativen RT-PCR

Reagenz SOAT Sulfatase ER-a ER-B
TagMan universal PCR mix 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl 12,5 pl
Assay* 1,25 ul 1,25 pl 1,25 pl 1,25 ul
cDNA 5 ul 5l 5 ul 5 ul
ddH.O 6,25 pl 6,25 pl 6,25 pl 6,25 pl
Gesamtvolumen 25 pl 25 pl 25 pl 25 pl

* Assay enthalten Sonden und spesifische Forward und Reserve Primer

4.2.12 Transportassay in SOAT-transfizierten MCF7 und T47D mit radioaktiv

markierten Substanzen

Um die Funktionalitit des Proteins zu zeigen, sollte diese durch einen Transportassay
demonstriert werden kénnen. Die Transportaktivitat sollte mit den [*H]-markierten SOAT-
Substraten E4S und DHEAS nachgewiesen werden.

Die MCF7sf3- und MCF7pc3-Sammelklone wurden mit einer Zelldichte von 7800 Zellen pro
Well, die T47Dsf3- und T47Dpc3-Sammelklone sowie der T47Dsf3-Einzelklon und mit einer
Zelldichte von 21800 Zellen pro Well in 12-Wellplatten plattiert. Die unterschiedliche Zellzahl
ergibt sich aus der Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinien. Die MCF7-Zelllinien zeigten ein
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wesentlich schnelleres Wachstum, so dass, um eine gleichzeitige Konfluenz zu erreichen, von
den MCF7-Zelllinien eine geringere Anzahl Zellen plattiert werden konnte. Nach Kultivierung
Uber 3 Tage fand die Transportmessung statt. Da der SOAT eine Natrium-abhéngige
Transportaktivitdt zeigt, wurden die Transportmessungen in einem Puffer mit 142,9 mM
Natrium (+Na*) und einem Natrium-freien (-Na*) Puffer durchgefiihrt Die Zellen wurden in
verschiedenen Konzentrationen [*H]E;S und [*H]DHEAS -Lésung (Tab. 24) inkubiert.

Tab. 24: Messbedingungen fir den Transportassay
MCF7pc3 Sammelklon T47Dpc Sammelkion
Substanzen  MCF7sf3 Sammelkion T47Dsf3 Sammelklon

[*H]DHEAS 25, 50, 100, 200 nM 25, 50, 100, 200 nM
far 10 min far 10 min
[3H]E1S 25, 50, 100, 200 nM 1,10, 100 nM
far 10 min far 30 min
Lésungen:

Na*-haltiger Transportpuffer:

Substanzen Konzentration g/l
NaCl 142,9 mM 8,35
KCI 4,7 mM 0,35
MgSQO, 7H,0 1,2 mM 0,296
KH,PQO, 1,2 mM 0,163
Hepes 20 mM 4,777
CaCl, 1,8 mM 0,2646

Na‘*-freier Transportpuffer:

Substanzen Konzentration g/l
CsH14NO CI (Cholinchlorid) 19,95 mM 9,975
KClI 4,7 mM 0,35
MgSO, 7H,0 1,2 mM 0,296
KH,PO, 1,2 mM 0,163
Hepes 20 mM 4,777
CaCl, 1,8 mM 0,2646
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Radioaktive Substanzen:

Substanz Spezifische Aktivitat
[*H]DHEAS 1,0 mCi/ml, 74,0 Ci/mmol
[*H]Estron-3-sulfat 1,0 mCi/ml, 57,3 Ci/mmol
Substanzen Menge
1N NaOH 40,01 g
0,1 %SDS 10 ml
ddH,O 990 ml

Reagenzen fiir Proteinbestimmung:

Lésung A: 2 %ige Lésung von Na,CO; + K.Na-Tartrat in 0,1 N NaOH
Lésung B: 0,5%ige Lésung con CuSO4 5HO

Lésung C: 50 ml Lésung A + 1 ml Lésung B

Folin-Reagenz (1:4 verdiinnt)

Die plattierten Zelllinien wurden in dem jeweiligen [*H]DHEAS- oder [*H]E;S-freien
Transportpuffer gewaschen. Zu diesem Zweck wurden sie mit einer Pipette in etwa 0,5
ml/Well der entsprechenden Ldsung uberfihrt und leicht geschwenkt. Die Uberstehende
Waschldsung wurde mit einer Pipette moglichst vollstdndig abgesaugt und die Zellen wurden
mit 500 pl Transportpuffer Uberschichtet. Zum Beginn der Messung wurden 50 pl
Inkubationsmedium mit 1-200 nM [*H] DHEAS oder [°H]E;S zugegeben.Die Zellen wurden auf
einem Warmeplatte bei 37° C 10-30 min inkubiert. Danach wurden die [*H]DHEAS- und
[’H]E;S-Aufnahme durch drei MaBnahmen beendet: Der Transportpuffer wurde mit einer
Pipette mdglichst vollstindig abgesaugt und in ein GefaB3 Gberfuhrt. Der Transport wurde
durch Zugabe von eiskaltem PBS gestoppt. Zusatzlich wurde eine Zeit-abhangig-Aufnahme
fir 10-60 Minuten unter Ab- und Anwesenheit von Na* durchgefiihrt. Der Transport wurde
durch Zugabe von eiskaltem PBS gestoppt und die Zellen in 500 ul 1 N NaOH/0,1 % SDS
lysiert. Die zellassoziierte Radioaktivitat wurde in einem 300 ul Aliquot nun in so genannte
Minivials Gberfihrt. Die Zellsuspension wurde mit jeweils 3 ml der Szintillationsflissigkeit
versenkt und gevortext. Die Radioaktivitdt wurde im Ligquid Scintillation Counter (Wallac 1409
Pharmacia) ermittelt. Um die Substanzmenge errechnen zu kénnen, die die Zellen
aufgenommen hatten, wurde mit je dreimal 10 pl der Messldsungen ebenso verfahren. Aus
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diesen Standards mit bekannter Menge an [*H] DHEAS- oder [°H]E;S lieBen sich die Menge
an aufgenommenem [*H] DHEAS- bzw. [*H]E;S berechnen.

Die aufgenommene Substratmenge wurde auf den Proteingehalt der Probe, bestimmt nach
Lowry, bezogen. Hierflr wurden 20 ul Aliquot der lysierten Zellen in 96 Well-Platten pipettiert
und darauf 200 ul Lésung C gegeben. Nach 15 Minuten wurden 40 pl Folin-Reagenz
zugegeben und fir 1-2 h bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Farbumschlag
durch den Bio-Rad Microplate Reader (Benchmark) gemessen.

Die Daten wurden durch Microsoft Excel 2003 von dpm zu fmol/ugProtein umgerechnet und
durch Graphpad Prism 4 statistisch analysiert.

4.2.13 Proliferationsassay bei SOAT-transfizierten MCF7 und T47D durch den
Einbau von [*H]Thymidin

Medien:

Estrogen-freies Zellkulturmedium fiir den Proliferationsassay

D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ohne Phenolrot 46 %
F-12 Nutrient Mixture (HAM) + Glutamin 46 %
Estrogen-freies FKS* 1,3, 50der 10 %
L-Glutamin (200 mM) 2%
Penicillin/Streptomycin ** 1%

* Dextran-Charcoal behandelt oder dialysiertes FKS
**Penicillin; 10.000 U/ml, Streptomycin; 10mg/mi
Lysispuffer: (Kap. 4.2.12)

Poly-L-Lysin:

0,1mg/ml Poly-L-Lysinhydrobromid in PBS

DCC-FKS:

Pro 100 ml FKS wurden 0,5 g Dextran-Charcoal (DCC) zugegeben und fir 24 h bei 4° C
inkubiert. Das Serum wurde durch einen Faltenfilter (MN615 a- Mancherey-Nagel, Diiren)
filtriert. Das Filtrat wurde weitere drei Mal wie oben behandelt. Das letzte Filtrat wurde
sterilfiltriert (0,22 um), unter sterilen Bedingungen in Aliquots abgefllt und bei -20° C gelagert.

Substanzen:

Substanzen Molekulargewicht (g/mol)
B-Estradiol 272,39
EsS 388,5
DHEAS 390,5
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Die Zellen wurden in einem Proliferationsassay auf ihr Proliferationsverhalten unter
verschiedener DHEAS- und E;S-Einwirkung untersucht. Dieser Assay wurde im 24-Well-
Format durchgefihrt. Die 24-Wellplatten wurden mindestens 10 min mit 250 pL Poly-L-Lysin
bei 37° C inkubiert. Nach dem Beschichtung wurde Poly-L-Lysin von die Well von der Platten
rausgenommen. Zur Etablierung der Methode mussten folgende Fragen geklart werden:

— Das in der Zellkultur Ublicherweise eingesetzte FKS enthédlt Estrogene. Dieser
Estrogengehalt stdért in einem Estrogen-Proliferationsassay. Daher musste in dem
Assay FKS eingesetzt werden, aus dem die Estrogene entfernt waren. Es boten sich
zwei Alternativen an. Zum einen kommerziell erhéltliches, dialysiertes FKS (PAA,
Colbe), zum anderen die Entfernung der Estrogene durch Behandlung des FKS mit
Aktivkohle (Dextran-Charcoal, DCC Sigma). Beide Seren wurden parallel in
verschiedenen Konzentrationen (1 %, 3 %, 5 %, 10 %) Uberprdift.

— Als Negativ-Kontrolle wurden die Zellen in dem Estrogen-freien Medium kultiviert. Als
Positiv-Kontrolle sollten die Zellen mit Estradiol stimuliert werden. Zur Ermittlung der
Estradiol-Konzentration, welche die maximale Proliferationsaktivitat hervorruft, wurde
Estradiol in Konzentrationen von 1072 bis 10 M eingesetzt.

— Estradiol hat eine hohe Proteinbindung. Daher ist die Menge des Estradiols, das fir
die Zellen verfigbar ist, vom FKS-Gehalt des Mediums abhé&ngig.

Um die genannten Parameter zu optimieren wurden sie in einem parallelen
zweidimensionalen Versuchsansatz geklart (Abb. 20). Dies erfolgte exemplarisch an der
Zelllinie T47Dpc3.

Vor dem Pattieren der Zellen in die 24-Well-Platten wurden sie 4 Tage in Estrogen-freiem
Medien kultiviert, um sie von den Estrogenen des konventionellen Zellkulturmediums zu
befreien. Bei dieser Vorbehandlung wurde Medium, das entweder 10 % dialysiertes FKS oder
10 % Dextran-Charcoal-behandeltes FKS (DCC-FKS) enthielt, eingesetzt. Am Tag der
Aussaat wurden die Zellen aus der Vorbehandlungskultur nach PBS-Waschung,
Abtrypsinisierung und Zahlung zu jeweils 10 000 Zellen pro Well in 0,5 ml Medium in die 24-
Wellplatten ausgeséat. Das Medium enthielt 1 %, 3 %, 5 % oder 10 % des dialysierten oder
DCC-FKS. Diesen Medien wurde Estradiol, gelést in DMSO, in Konzentrationen von 1072 bis
10® M zugesetzt. Die Endkonzentration an DMSO betrug 0,2 % (1 pl/500 ul Medium). Die
negativ Kontrolle enthielt nur das Lésungsmittel.

Vor Erreichen der Konfluenz musste die Proliferation bestimmt werden. Dieser Punkt war
nach 7 Tagen erreicht. Dann wurde die Proliferation durch den Einbau von [*H]Thymidin in die
DNA wahrend der DNA-Replikation quantifiziert. Pro Well wurde 1 pCi [*H]Thymidin mit einer
spezifischen Aktvitit von 86 Ci/mmol dem Medium zugegeben. Die [*H]Thymidin-
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Inkorporation erfolgte Uber 2 h unter Standard-Zellkulturbedingungen. Im Anschluss wurden
die Zellen finfmal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 500 ul Lysispuffer Gber 2 h lysiert.
Die Menge des inkorporierten [*H]Thymidins wurde durch Messung der Radioaktivitat in
einem 300 pl-Aliquot im Liquid Scintillation Counter bestimmt.

Es stellte sich heraus, dass die stabilsten Ergebnisse bei einem Gehalt von 5 % DCC-FKS zu
erreichen waren. Diese DCC-FKS-Konzentration wurde bei den folgenden Versuchen
eingesetzt.

Als Positivkontrolle fir die Estrogen-abhéangige Proliferation werden in der Literatur
verschiedene Estradiol-Konzentrationen von 10'? (Nozawa et al. 2004-A) Gber 3 x 10"
(Papendorp et al. 1985) bis 10® M (Le Bail et al. 1998) beschrieben. Meine Versuche
ergaben, dass die Proliferation unter Konzentrationen von 10" bis 10"° zwar anstieg, das
Maximum der Proliferation aber bei 10° mol/l erreicht wurde. Daher wurden die Positiv-
Kontrollen in den folgenden Versuchen doppelt durchgefiihrt, einmal mit 5 x 10" und einmal
mit 10° mol/l Estradiol.

Mit den so gewonnenen Erkenntnissen wurde der Assay fir die weiteren Proliferationstudien
unter der Einwirkung von DHEAS und E;S untersucht. Die Steroidsulfate wurden in einem
Konzentrationsbereich von 10 bis 102 verwendet.

Die Zelllinien fir 4 Tage in Estrogen-freiem Medium mit 5 % DCC-FKS von Estrogenen
befreit. Dann wurden in 24-Wellplatten zu 10 000 Zellen pro Well in 0,5 ml Estrogen-freiem
Medium plattiert. Dem Medium wurde nach 24 h DHEAS (10'%-10* M), E;S (1072-10* M),
Estradiol (5 x 10™" und 10° M) oder nur das Lésungsmittel DMSO (0,2 %) zugesetzt. Der
Versuch wurde mit einer Probenanzahl (n) von 4 durchgefihrt.

Die Proliferation der T47D-Zelllinien wurde nach 7 Tagen durch den [*H]Thymidin-Einbau
bestimmt. Da die MCF7-Zellen aufgrund ihres schnelleren Wachstums die Konfluenz friiher
erreichten, wurde der [*H]Thymidin-Einbau bei diesen Zelllen bereits nach 4 Tagen bestimmt.

4.2.14 Hemmung der SOAT-vermittelten Proliferationssteigerung

Um die gesteigerte E;S-Sensitivitat der SOAT-transfizierten Klone eindeutig der Transport-
Aktivitait des SOAT zuzuordnen, wurde mit einigen SOAT-Inhibitoren versucht, den
beobachteten Effekt aufzuheben. Zum Einsatz kamen hier Bromsulphthalein (BSP), a-
Naphtyl-Sulfat, Sulfotaurolithocholat (TLCS) sowie 2- und 4-Sulfooxymethylpyren (2-SMP, 4-
SMP). Um eindeutig zu zeigen, dass die E;S-stimulierte Proliferation Uber den
Estrogenrezeptor a vermittelt wird und die sulfatierten Steroide Quelle der Estrogenwirkung
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sind, wurden noch Hemmversuche unter Anwesenheit des Estrogenrezeptor Antagonisten
Tamoxifen und des Steroid-Sulfatase (STS) -Inhibitors STX 64 (667 Coumate) durchgefihrt.

Diese Versuche wurden bei einer E;S-Konzentartion von 10® oder 10° M fiir die Zelllinien
T47Dpc3und -sf3 Sammelklon durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrollen dient wieder 10° M
Estradiol, als Negativ-Kontrolle das Ld&sungsmittel. Die Proliferation wurde unter
verschiedenen E;S-Konzentrationen (BSP, a-Naphtyl-Sulfat) oder zeitabhéngig bei 10® M E;S
(TLCS, 2-, 4-SMP) bestimmt.

Hemmversuche mit BSP und a-Naphtyl-Sulfat:

Die Zelllinien T47Dpc3 Sammelklon und T47Dsf3 Sammelklon wurden durch Kultur fir 4 Tage
in Estrogen-freiem Medium von Estrogenen befreit. Dann wurden die Zellen in Polylysin-L-
beschichtete 24-Well-Platten mit einer Probenanzahl (n) von 4 und einer Zellzahl von 10.000
pro Well in 0,5 ml Estrogen-freiem Medium plattiert. Am folgenden Tag wurden die
Substanzen, gelést in DMSO, zugesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurden 5 x 10" und 10° M
Estradiol eingesetzt, als Negativ-Kontrolle das L&sungsmittel. BSP wurde in einer
Konzentration von 5 pM eingesetzt, a-Naphtyl-Sulfat von 10 pM. Die Proliferation der
Zelllinien wurde unter der Einwirkung von E;S im Konzentrationsbereich von 10 bis 1072 M

{iber 6 Tage bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte tiber [*H]Thymidin-Einbau (siehe oben).

Hemmversuche mit TLCS, 2- und 4-SMP, dem Estrogenrezeptor a-Antagonist Tamoxifen und
dem STS-Inhibitor STX64:
Die Zelllinien T47Dpc3 Sammelklon und T47Dsf3 Sammelklon wurden durch Kultur fir 4 Tage

in Estrogen-freiem Medium von Estrogenen befreit. Dann wurden die Zellen in beschichtete
24-Well-Platten mit einer Probenanzahl (n) von 4 und einer Zellzahl von 20.000 pro Well in 0,5
ml Estrogen-freien Medium plattiert. Am folgenden Tag wurden die Substanzen, gelést in
DMSO, zugesetzt. Als Positiv-Kontrolle wurden 5 x 10" und 10° M Estradiol eingesetzt, als
Negativ-Kontrolle das Ldsungsmittel. E;S wurde in einer Konzentration von 10® M verwendet.
TLCS, 2- und 4-SMP wurden in einer Konzentration von 25 pM, Tamoxifen und STX64 in
einer Konzentration von 5 uM zugegeben. Die Proliferation wurde beim Einsatz der SOAT-
Inhibitoren ab dem 2. Tag bis zum 6 Tag alle 24 h durch [*H]Thymidin-Einbau bestimmt (siehe
oben), beim Einsatz von Tamoxifen und STX64 am 7. Tag.
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierung der Vektoren

5.1.1 hSOATF3

Ziel der Arbeit war es, die Bedeutung des SOAT fir die Proliferation Estrogen-abhangiger
Mammatumore am Modell der Brustkrebs-Zelllinien T47D und MCF7 zu klaren. Dafiir musste
die Proliferation der Zelllinien nach Uberexpression und knock down des SOAT unter
Anwesenheit der sulfatierten Steroide E;S und DHEAS mit der SOAT-Expression korreliert
werden. In diesem Zusammenhang wurde die cDNA des humanen SOAT (hSOAT) Uber
Hindlll und Xbal in pcDNA3.1(+) kloniert (Kap. 4.2.1.7).

Zur Klonierung wurden die tber Hindlll und Xbal geschnittene Fragmente pcDNA3.1(+) und
SOATF auf einem 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Gelextraktion
aufgereinigt. Nach der Aufreinigung wurden die Fragmente in einer analytischen Agarosegel-
Elektrophorese tberprift (Abb. 5).

5kb ——

1,2kb +——

Abb. 5: Agarosegel-Elektrophorese der pcDNA3.1(+)- und hSOATFlag-Fragmente nach
Verdau mit Hindlll und Xbal und Gelextraktion. M: GeneRuler DNA-Ladder Mix®, 1:
pcDNA3.1(+) (5437Bp), 2; SOATF (1158Bp)
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Nach der Transformation in E.coli und Praparation der Plasmid-DNA waren fir SOATF3 nach
Verdau mit dem Restriktionsenzym Smal die erwarteten Fragmente von 4446 Bp und 1948 Bp
nachweisbar (Abb. 6).

M 1234 56789101112 M

5kb <— —> 5kb
4kb A kb
N

kb

Abb. 6: Agarosegel-Elektrophorese zur Analyse der entstandenen Plasmide nach Klonierung
des SOATFlag in pcDNAS.1(+). Die gewonnene Plasmid-DNA wurde mit dem
Restriktionsenzym Smal verdaut. Die Fragmente zeigten die erwartete GrdBe von 4446 und
1948 Bp. 1-12: untersuchte Klone, M: GeneRuler DNA-Ladder Mix®.

5.1.2 SOATi2Neo4 und SOATiKontrolle1Neo4

Um eine adaquate Kontrolle fir das bereits bestehende Plasmid SOAT2-RNAI zu erhalten,
wurde die randomisierte Sequenz der SOAT-spezifischen shRNA in den Vektor psiSTRIKE-
hMGFP® (Promega) kloniert (SOATi-Kontrolle) und, um eine stabile Transfektion von Zellen
zu ermdglichen, in die RNAi-Plasmide zusatzlich das Neomycin-Resistenzgen (PGK_Neo"-
Kassette) in eine Kpnl-Schnittstelle bei der Position von 2442 kloniert. Nach Verdau der
Ausgangsplasmide mit Kpnl und Gelextraktion zeigten die gewonnenen Fragmente die
erwartete GréBe von 5072 Bp (SOAT2-RNAi und SOATi-Kontroll)und 2092 Bp (PGK_Neo"-
Kassette (Abb. 7)).
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M 1 2 3 4

5kb «—
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Abb. 7: Agarosegel-Elektrophorese der SOAT-RNAI-Vektorenfragmente und Neomycin-
Kassette nach Verdau mit Kpnl und Gelextraktion. Die Fragmente zeigten die erwartete GroBe
fiir SOAT2-RNAi und SOATi-Kontrolle von 5072 Bp und fiir PGK_Neo"-Kassette von 2092
Bp. M: GeneRuler DNA-Ladder Mix®, 1: SOAT-RNAI (5072 Bp), 2: 1:10-Verdinnung von
SOAT-RNAI 3: Neomycin-Kassette (2092 Bp), 4: 1:10-Verdiinnung von Neomycin-Kassette.

Nach Gelextraktion und Reinigung wurden sie miteinander ligiert (Kap. 4.2.1.7) und in
elektrokompetente HB101 E.coli durch Elektroporation transformiert. Dann wurden nach
Picken der Kolonien und Animpfen von Ubernachtkulturen Plasmid-Préparationen im Mini-
MaBstab und mit der gewonnenen Plasmid-DNA ein analytischer Verdau (Sall und Bgll)
durchgefiihrt. Die erhaltenen Fragmente wurden durch Agarosegel-Elektrophorese anlaysiert.
Die PGK_Neo"-Kassette konnte in zwei Orientierungen in das Plasmid integrieren. Die
Orientierung lieB sich Gber den Doppelverdau mit Bg/ll und Sall identifizieren. Bei Orientierung
in der gewiinschten 5°-3"Richtung der shRNA-Kassette entstehen Restriktionsfragmente von
3968, 3023 und 220 Bp (Abb. 8, Spur 4; Abb. 9, Spur 1). Wurde das Fragment in der
entgegengesetzten Orientierung integriert zeigten sich Fragmente der GréBen 4700, 2260
und 220 Bp. Die gewonnenen Plasmide mit der gewlnschten Orientierung wurden als
SOATi2Neo4 und SOATIKontrolliNeo4 (4 steht jeweils fUr den vierten analysierten Klon)
bezeichnet.
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4kb <«—
3,5kb 4

0,3 kb «—
Abb. 8: Agarosegel-Elektrophorese zur Analyse der entstandenen Plasmide nach Klonierung
des Neomycin-Resistenzgens in SOAT2-RNAi nach Verdau mit Sall und Bgl! 1. Spur 4 zeigt
den Klone mit der gewlinschten Orientierung (3968, 3023 und 220 Bp); 1-3: Klone in falscher
Orientierung; M: GeneRuler DNA-Ladder Mix®.

4 kb «—
3 kb<—

0,2 kb «—

Abb. 9: Agarosegel-Elektrophorese zur Analyse der entstandenen Plasmide nach Klonierung
des Neomycin-Resistenzgens in den SOATiKontroll-Vektor. Die Plasmid DNA wurde verdaut
mit Sall und Bgl ll. Spur 1 zeigt den Klon mit der gewiinschten Orientierung; Spur 2: falsche
Orientierung; M: GeneRuler DNA-Ladder Mix®.
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5.2 Stabile Transfektion der Zelllinien MCF7 und T47D

Mit den konstruierten Plasmiden wurden MCF7- und T47D-Zellen stabil transfiziert. Hierbei
wurden zwei unterschiedliche Prinzipen erprobt: die Elektroporation und die chemische
Transfektion.

Die Transfektionseffizienz der Methoden konnte durch den eingesetzten shRNA-Vektor
Uberpriift werden, da in dem Plasmid zusétzlich eine Expressionskassette fir das Green-
Fluorescent-Protein enthalten ist. Dieses Protein fluoresziert bei Anregung mit 480 nm griin
(515 nm). Nach Anfarbung der DNA des Zellkerns mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI),
das bei 358 nm Anregung mit 400 nm fluoresziert, konnte die Zellzahl in einem Bildausschnitt
bestimmt und der Zahl der GFP-positiven Zellen gegeniber gestellt wurden. Dies zeigt
exemplarisch Abb. 10.

a) b)

Abb. 10: T47D Zellen nach Transfektion mit SOATi2Neo.4 (iber Lipofectamine2000® und
Farbung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) 24 Stunden nach Transfektion. Die drei
Abbildungen zeigen denselben Bildausschnitt bei einer 400fachen VergréBerung.

a): Phasenkontrastaufnahme, b): Bei Anregung mit 358 nm fluoresziert das in der DNA
interkalierte DAPI intensiv blau. Jeder Zellkern ist einer Zelle zuzuordnen.

c): Bei einer Anregung mit 480 nm fluoreszieren die erfolgreich transfizierten Zellen griin, da
GFP exprimiert wurde.

Fir beide Zelllinien zeigte sich, dass die Elektroporation den chemischen Transfektion-
methoden (berlegen ist. Daher wurde anschlieBend flir die stabile Transfektion die
Elektroporation eingesetzt. Die Bezeichnung der gewonnenen Zelllinien nach der stabillen
Transfektion zeigt Tabelle 13.
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5.3 Nachweise der Integration der Vektoren in das Genom

5.3.1.Ergebnis der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Uber eine PCR mit der genomischen DNA der gewonnenen Zelllinien als Template und den in
Tabelle 14 gezeigten Oligonukleotiden gelang der Nachweis der Integration der vektoriellen
DNA-Sequenz in das Genom der stabil transfizierten Zelllinien. Beide Primer binden spezifisch
in der fur die shRNA-Kassette und hSOAT-Kassette kodierenden Region. Tabelle 25 zeigt die
Zellklone, die in den folgenden Untersuchungen eingesetzt wurden.

Tab. 25: Untersuchte Zellkonen bei denen der Nachweis der Integration der Vektoren in das
Genom gelang. n.d.: nicht durchgefiihrt. Die weiteren Versuche wurden mit T47Dsi
Sammelklon1, MCF7si Sammelklon2, T47Dsf3 Sammelklon, T47Dsf3 Einzelklon, MCF7sf3
Sammelklon durchgefiihrt. Q RT-PCR: quantitative real time PCR

SOATi2Neo4 PCR RT-PCR QRT-PCR

transfizierte Zellklonen

T47Dsi Sammelklon1 + n.d. n.d.
T47Dsi Sammelklon2 + n.d. n.d.
T47Dsi Sammelklon3 + n.d. n.d.
T47Dsi Sammelklon4 - n.d. n.d.
T47Dsi Sammelklon5 - n.d. n.d.
T47Dsi Sammelklon6 + n.d. n.d.
T47Dsi Sammelklon7 + n.d. n.d.
MCF7si Sammelklon1 - n.d. n.d.
MCF7si Sammelklon2 + n.d. n.d.
MCF7si Sammelklon3 + n.d. n.d.
MCF7si Sammelklon4 - n.d. n.d.
SOATF3 transfizierte PCR RT-PCR QRT-PCR
Zellklonen

T47Dsf3 Sammelklon + + +
T47Dsf3 Einzelklon n.d. n.d. +
MCF7sf3 Sammelklon + + n.d.
MCF7sf3 Einzelklon1 n.d - n.d.
MCF7sf3 Einzelklon2 n.d. - n.d.
MCF7sf3 Einzelklon3 n.d. + n.d.
MCF7sf3 Einzelklon4 n.d. + n.d.
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Nachdem genomische DNA préapariert war, wurden 250 ng DNA und als Positiv-Kontrolle 0,5
ng Plasmid-DNA SOATi2Neo4, bzw. pcDNAS.1(+) oder SOATF3 in der PCR verwendet und
die Fragmente Uber 35 Zyklen amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden auf einem 1 %-igen
Agarose-Gel aufgetrennt. Es wurden Amplifikate einer GréBe von 450 Bp fiir die shRNA-
Vektoren erwartet (Abb. 11-12). Fir die Ausgangszellline MCF7 waren diese in den Ansatzen
der Klone MCF7si Sammelklon2, MCF7si Sammelklon3 und MCF7sk Sammelklon
nachweisbar (Abb. 11). Die Proliferationsstudien wurden mit dem Klon MCF7si Sammelklon2
durchgefihrt.

In den T47D-Linien zeigten sich die gewinschten Amplifikate in den Ansétzen der Linien
T47Dsi Sammelklon1, 2, 3, 6, und 7 (Abb. 12). Hier wurden die Proliferationsstudien mit dem
Klon T47Dsi Sammelklon1 durchgefihrt.

Die erwartete AmplifikatgrdBe fiir den Nachweis des Vektors SOATF3 betrégt 2,2 kb, fiir den
Nachweis des Vektors pcDNA3 1 kb. Amplifikate fir SOATF3 waren in den Anséatzen der
Linien T47Dsf3 Sammelklon und MCF7sf3 Sammelklon nachweisbar, die 1 kb-Amplifikate des
pcDNAS in den Ansatzen der Linien T47Dpc3 Sammelklon und MCF7pc3 Sammelklon (Abb.
13).

M1 2345678 910

0,5kb «—

Abb.11: Amplifikate der PCRs flr den Nachweis der shRNA-Vektoren in den transfizierten
MCF7-Zelllinien. Die zu erwartende GréBe der Amplifikate betragt 450 Bp. M: Gene Ruler®
DNA Lader Mix, 1: Wasserkontrolle, 2: Negativ-Kontrolle (genomische DNA von MCF7-
Wildtyp), 3: Positiv-Kontrolle (Plasmid DNA SOATi2Neo4), 4: Genomische DNA MCF7si
Sammelklon1, 5: Genomische DNA MCF7si Sammelklon2, 6: Genomische DNA MCF7si
Sammelklon3, 7: Genomische DNA MCF7si Sammelklon4, 8 und 9: Positiv-Kontrolle
(Plasmid DNA SoatiKontrolliNeo4), 10: Genomische DNA MCF7sk Sammelklon.
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M1 2345 67891011 12 Abb. 12: Amplifikate der PCRs fiir den
Nachweis der shRNA-Vektoren in den
transfizierten T47D-Zelllinien. Die zu
erwartende GroBe der Amplifikate
betragt 450 Bp. M: Gene Ruler® DNA
Lader Mix, 1:  Wasserkontrolle,
2: Negativ-Kontrolle (genomische DNA
von T47D-Wildtyp),
3: Positiv-Kontrolle  (Plasmid DNA
0,5kb «— SOATi2Neo4), 4: Genomische DNA
T47Dsi Sammelklon1, 5: Genomische
DNA T47Dsi Sammelklon2,
6: Genomische DNA  T47Dsi
Sammelklon3, 7: Genomische DNA
T47Dsi Sammelklon4, 8: Genomische DNA T47Dsi Sammelklon 5, 9: Genomische DNA
T47Dsi Sammelklon 6, 10: Genomische DNA T47Dsi Sammelklon 7, 11: Positiv-Kontrolle
(Plasmid DNA SoatiKontroll1Neo4), 12: Genomische DNA T47Dsk Sammelklon.

M 1 23 456 718 9

Abb. 13: Amplifikate der PCRs zum Nachweis der Vektoren SOATF3 und pcDNAS3 in den
transfizierten MCF7 und T47D-Zelllinien. M: Gene Ruler® DNA Lader Mix, 1: Wasserkontrolle,
2: Positiv-Kontrolle Plasmid-DNA pcDNA3, 3: Positiv-Kontrolle Plasmid-DNA SOATF3, 4:
Negativ-Kontrolle genomische DNA von MCF7-Wildtyp, 5: Genomische DNA MCF7pc3
Sammelklon, 6: Genomische DNA MCF7sf3 Sammelklon, 7: Negativ-Kontrolle genomische
DNA vonT47D Wildtyp, 8: Genomische DNA T47Dpc3 Sammelklon, 9: Genomische DNA
T47Dsf3 Sammelklon.
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5.3.2. Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Um die Transkription der SOAT-Expressionskonstrukte nachzuweisen wurde mit SOAT
spezifischen Oligonukleotiden eine RT-PCR durchgefuhrt. Nach Préparation der m-RNA von
SOAT transfizierten und den entsprechenden Wildtyp-Zelllinien MCF7 und T47D wurden
diese mit Oligo (dT)e-Primern, die an den Poly-A-Schwanz der eukaryontischen RNA bindet,
in cDNA umgeschrieben. Diese dient als Template in der folgenden PCR. Als Negativkontrolle
diente die mRNA-Praparation ohne RT-Reaktion. AnschlieBend wurden die Proben auf einem
1 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Es wurde ein Fragment von 306 Bp
erwartet. Die Ergebnisse werden in der Abbildung 14 und 15 dargestellt. Das 306 Bp-
Amplifikat fand sich in den Ansatzen der Klone T47Dsf3 Sammelklon (Abb. 14), MCF7sf3
Sammelklon, MCF7sf3 Einzelklon3 und 4 (Abb. 15).

M1 23 4 M

0.4kb «—
0,3kb «—

Abb. 14: Amplifikate der RT-PCRs zum Nachweis der Transkription des SOAT-
Expressionsvektors in den transfizierten T47D-Zelllinien. M: Gene Ruler® DNA Lader Mix, 1:
RT-PCR mit cDNA von T47Dpc3 Sammelklon, 2: RT-PCR mit cDNA von T47Dsf3
Sammelklon, 3: Negativ-Kontrolle mRNA von T47Dpc3 Sammelklon, 4: Negativ-Kontrolle
mRNA von T47Dsf3 Sammelklon.
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M1 2 34 5 6 7 8 9 10 1112 M

Abb. 15: Amplifikate der RT-PCRs zum Nachweis der der Transkription des SOAT-
Expressionsvektors in den transfizierten MCF7-Zelllinien. M: Gene Ruler® DNA Lader Mix, 1:
cDNA von MCF7sf3 Sammelklon, 2: MCF7sf3 Einzelklon1, 3: MCF7sf3 Einzelklon2, 4:
MCF7sf3 Einzelklon3, 5: MCF7sf3 Einzelklon4, 6: Negativ-Kontrolle cDNA von MCF7pc3
Sammelklon, 7: Negativ-Kontrolle mRNA von MCF7sf3 Sammelklon1, 8-11: Negativ-Kontrolle
mRNA von MCF7sf3 Einzelklon1-4, 12: Negativ-Kontrolle mRNA von MCF7pc3 Sammelklon.

5.3.3 Quantitative Analyse der SOAT mRNA-Expression

Um die Expression zu quantifizieren wurde eine quantitative real time PCR mit den
gewonnenen Zelllinien durchgefiihrt. Zusatzlich wurde das Expressionsniveau anderer Gene,
die an der Estrogen-Wirkung des E;S beteiligt sind, untersucht. Die Expressionsvektor-
vermittelte Uberexpression des SOAT wurde so (iber eine weitere Methode validiert. Dazu
wurden mRNA Proben aus T47Dpc3 Sammelklon, T47Dsf3 Einzelklon und T47Dsf3
Sammenklon in cDNA umgeschrieben und einer quantitativen "real time" RT-PCR unterzogen.
Desweiteren wurden die Expressionsniveaus der Steroidsulfatase (STS) und der ER-a und -
untersucht. Als Kontrolle diente die Linie T47Dpc3 Sammelklon. Die Ergebnisse zeigt Abb. 16.
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Abbildung 16: Quantitative "real time" RT-PCR-Analyse der mit SOAT transfizierte T47D-
Zellen. Die Normalisierung des cDNA-Gehalts der verschiedenen Proben wurde anhand der
"real time"-Daten fir B-Aktin (ACTB) durchgefiihrt. SOAT: Sodium-dependent Organic Anion
transporter, STS: Steroid Sulfatase, ER-a: Estrogenrezeptor-a, ER-B: Estrogenrezeptor-f. Als

Kalibrator der relativen Quantifizierung dienten Leervektor (T47Dpcs Sammelklon)

transfizierte Kontrollzellen. Die x-fache Expression wurde iiber eine 2*4°* Transformation

berechnet.
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5.4 Transportassay

5.4.1 Steroidsulfat-Aufnahme in SOAT transfizerten MCF7 und T47D Zellen

Zum Beweis der Aktivitat des transfizierten Transporters wurden Aufnahmemessungen unter
25, 50, 100 und 200 nM der radioaktiv markierten SOAT-Substrate [°H]E;S und [*H]DHEAS
Uber 10 min durchgefiihrt. Wie bei den bekannten Mitgliedern der SLC10-Familie NTCP und
ASBT ist die Transportaktivitit des SOAT abhangig von einem Na*-Gradienten Uber die
Zellmembran. Durch die Messung des E;S- und DHEAS-Transports in An- und Abwesenheit
von Na® im Medium in SOAT-transfizierten Zellen und den entsprechenden Kontrollen kann
die SOAT-Aktivitat gezeigt werden.

Fir die Zelllinie T47Dsf3 Sammelklon lieB sich eine natriumabhangige Aufnahme von E;S
unter 100 und 200 nM E;S gegeniber der Kontrolle (T47Dpc3 Sammelklon) zeigen. Diese
Aufnahme war statistisch signifikant (Tab. 26). Bemerkenswert ist, dass auch die
Kontrollzellen eine natriumabhangige [°H]E;S-Aufnahme zeigten, jedoch in deutlich
geringerem AusmaB. Flr die Linie MCF7sf3 Sammelklon war keine natriumabhéngige E;S-
Aufnahme gegenlber der Kontrolle feststellbar. Fir DHEAS war in keiner der SOAT-
transfizierten Zelllinien eine signifikante natriumabhangige Aufnahme gegeniber der Kontrolle
feststellbar (Abb. 17).

[*H]E;S Aufnahmemessungen in den Einzelklon T47Dsf3 Einzelklon zeigten eine signifikante
natriumabhéangige Aufnahme in die Zellen bei einer Substratkonzentration von 10 und 100 nM
Uber 30 min und bei 100 nM ebenso Gber 60 min (Abb. 18). Die p-Werte zeigt Tabelle 27.
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Abbildung 17: Aufnahme von [*H]E;S und [*H]DHEAS in die SOATF3- und pcDNA3-
transfizierten Mammatumorzelllinien T47D und MCF7. Die Aufnahmemessung erfolgte Uber
10 min in Medien mit 142,9 mM Na* (+Na*) und in Na*-freiem Medium (-Na* equimolare
Substitution mit Cholin). A) [*H]E;S-Aufnahme bei 25-200 nM in T47Dpc3 Sammelklon und
T47Dsf3 Sammelklon, B) [*H]E;S -Aufnahme bei 25-200 nM in MCF7pc3 Sammelklon und
MCF7sf3 Sammelklon, C) [*H][DHEAS-Aufnahme bei 25-200 nM in T47Dpc3 Sammelklon und
T47Dsf3 Sammelklon, D) [PHIDHEAS-Aufnahme bei 25-200 nM in MCF7pc3 Sammelkion und
MCF7sf3 Sammelklon.
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Tab. 26: p-Werte fiir die [°H]E;S-Aufnahme in den Linien T47Dsf3 Sammelklon gegeniiber
T47Dpc3 (A) Sammelklon, bzw. gegenlber der natriumfreien Kontrolle (B) bei einer

Substratkonzenztration von 100 und 200 nM.
A)
T47Dsf3 Sammelklon gegeniiber T47Dpc3

. p-Wert
Sammelklon (in Anwesenheit von Na*)
100nM [*H]E;S 0.0009
200nM[°H]E;S 0.012
B)
T47Dsf3 Sammelklon bei 142,9 mM Na* gegeniiber Wert

-Wer

natriumfreiem Medium P
100nM [PH]E;S 0.026
200nM[*H]E;S 0.012
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Abb. 18: Aufnahme von [*H]JE;S in die SOATF3- und pcDNA3-transfizierten
Mammatumorzelllinien ~ T47Dpc3  Sammelklon und  T47Dsf3  Einzelklon.  Die
Aufnahmemessung erfolgte Gber 30 oder 60 min in Medien mit 142,9 mM Na* (+Na*) und in
Na*-freiem Medium (-Na*). A) [*H]E;S-Aufnahme bei 10 und 100nM (ber 30 min in T47Dpc3
Sammelklon und T47Dsf3.4, B) [*H]E;S -Aufnahme bei 100nM (ber 60 min in T47Dpc3
Sammelklon und T47Dsf3 Einzelklon. * signifikanter Unterschied.
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Tab. 27: p-Werte fir die [°H]E;S-Aufnahme in T47Dsf3 Einzelklon gegeniiber T47Dpc3
Sammelklon (A), bzw. gegenlber der natriumfreien Kontrolle (B) bei einer
Substratkonzenztration von 10 und 100 nM.

A)

T47Dsf3 Einzelklon gegeniiber T47Dpc3 Sammelkion

. p-Wert
(in Anwesenheit von Na*)
10 nM [*HJE;S 0.047
100 nM[*H]E;S 0.0012
B)
T47Dsf3 Einzelklon bei 142,9 mM Na* gegeniiber

p-Wert

natriumfreiem Medium
10 nM [*H]E;S 0.0071
100 nM[’H]E;S 0.0176
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Es wurden zusatzlich [*H]E;S-Aufnahmemessungen an den T47Dsf3 Einzelklon-Zellen in
Zeitabhangigkeit durchgefiihrt. Hierbei lieB sich jedoch keine klassische Sattigungskinetik
zeigen (Abb. 19).
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Abbildung 19: Zeitabhangige Aufnahme von [*H]E;S in Zellen der Linien T47Dsf3 Einzelklon
und T47Dpc Sammelklon: Die zeitabhangige Aufnahmemessung erfolgte tber 60 min in
Medien mit 142,9 mM Na* (+Na*) und in Na'-freiem Medium (-Na*) bei einer [*H]JE;S-
Konzentration von 100 nM.
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5.5 Etablierung des Proliferationsassays: Bestimmung der optimalen
Bedingungen

Um den Einfluss der SOAT-Expression oder des knock downs auf eine Proliferation der
Zelllinien unter Anwesenheit der sulfatierten Steroide E;S und DHEAS zu messen, sollten die
Zellen in Estrogen-freiem Medium mit verschiedenen Konzentrationen der Steroidsulfate
kultiviert werden. Die Proliferation wurde durch den Einbau von [°H]Thymidin bei der DNA-
Replikation quantifiziert.

Da die Estrogenquelle in Zellkulturmedium das FKS darstellt, musste estrogenfreies FKS
eingesetzt werden. Dieses konnte entweder kommerziell als dialysiertes Medium bezogen
werden oder als herkdmmliches FKS durch Behandlung mit Dextran-Charcoal (DCC) von dem
Estrogen befreit werden. Beide Alternativen wurden bei FKS-Konzentrationen von 1, 3, 5, 10
% Uberpriift. DarGber hinaus musste die maximale Proliferation als Positivkontrolle ermittelt
werden. Hierfiir wurde Estradiol in einem Konzentrationsbereich von 1072-10® M den Medien
zugeflgt. Als Negativ-Kontrolle wurden die Zellen mit Estrogen-freiem Medium Kkultiviert.

Aus diesen zwei Fragestellungen (FKS- und Estrogengehalt) ergab sich ein
zweidimensionaler Versuchsaufbau, durch den die optimalen Bedingungen zur Messung einer
Estradiol-abh&ngigen Proliferation bestimmt werden konnten. Diese Vorversuche wurden mit
dem T47Dpc3 Sammelklon durchgefihrt.

Die Zellen wurden vor der Kultivierung in den unterschiedlichen Medien in Estrogen-freiem
Medium fur vier Tage von Estrogenen befreit und dann im 24-Well-Format mit einer
Probenanzahl (n) von 4 plattiert und nach Adhasion mit dem Testmaterial versetzt. Vor
Erreichen der Konfluenz nach 7 Tagen wurden sie mit einem uCi [*H]Thymidin mit einer
spezifischen Aktvitat von 86 Ci/mmol ber 2 h inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20
dargestellt.
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Abb. 20: [*H]Thymidin-Inkorporation von T47Dpc3 Sammelklon-Zellen nach Kultur in Medium,
das dialysiertes (A) oder Dextran Charcoal-behandeltes (DCC) FKS (B) und Estradiol in
unterschiedlichen Konzentrationen enthielt.

Es stellte sich heraus, dass die stabilsten Ergebnisse bei einem Gehalt von 5 % DCC-
behandeltem FKS zu erreichen waren. Diese DCC-FKS-Konzentration wurde bei den
folgenden Versuchen eingesetzt.
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Die maximale Proliferation wurde unter 10° M Estradiol gemessen. Dieser Wert liegt tiber der
in der Literatur tblichen 5 x 10" M. In den folgenden Versuchen wurden daher als
Positivkontrolle 10° und 5 x 10" M Estradiol eingesetzt.

5.5.1 Bestimmung des Proliferationsverhaltens der Zelllinien unter
Steroidsulfaten

Zur Bestimmung des Proliferationsverhaltens der SOAT-transfizierten und knock down- Zellen
wurden diese unter E;S- und DHEAS-Konzentrationen von 10 bis 107'% M kultiviert.
Untersucht wurden die Zelllinien T47Dpc3 Sammelklon, T47Dsf3 Sammelklon, MCF7pc3
Sammelklon, MCF7sf3 Sammelklon, sowie die Linien T47Dsk Sammelklon, T47Dsi
Sammelklon1, MCF7sk Sammelklon und MCF7si Sammelklon2. Da die MCF7-Zelllinien ein
schnelleres Wachstum zeigen wurden sie nur Uber 4 Tage kultiviert. Die Ergebnisse zeigen
die Abbildungen 21-25.
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Abb. 21: A) [*H]Thymidin-Inkorporation der Zelllinien T47Dsf3 Sammelklon und T47pc3
Sammelklon nach Kultur Gber 7 Tage unter steigenden Konzentrationen E;S bezogen auf 1 m
Lysat. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von drei Versuchen mit jeweils n=4. B) Die
selben Daten in sigmoidaler Darstellung. Die ECx, flr E;S bei T47Dsf3 Sammelklon betragt
2,2 + 0,3 nM und fir die Kontrollzellen T47Dpc3 Sammelklon 21,7 £ 2,1 nM. Dies entspricht
einer etwa 10fach héheren Sensitivitat der SOAT-transfizierten Zellen auf E1S gegeniiber der
Kontrolle. * signifikanter Unterschied.
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Abb. 22: [*H]Thymidin-Inkorporation der Zelllinien T47Dsf3 Sammelklon und T47pc3
Sammelklon nach Kultur Giber 7 Tage unter unterschiedlichen Konzentrationen von DHEAS
bezogen auf 1 ml Lysat. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von drei Versuchen mit

jeweils n=4.
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Abb. 23: [*H]Thymidin-Inkorporation der Zelllinien T47Dsi Sammelklon1 und T47sk
Sammelklon nach Kultur tGiber 7 Tage unter unterschiedlichen Konzentrationen von E;S (A)
und DHEAS (B) bezogen auf 1 ml Lysat. Die Daten repréasentieren die Ergebnisse von drei
Versuchen mit jeweils n=4. T47Dsk Sammelklon: siRNA-Kontrolle, T47Dsi Sammelklon1:
Anti-SOAT siRNA-transfizierte Zellen
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Abb. 24: [*H]Thymidin-Inkorporation der Zelllinien MCF7sf3 Sammelklon und MCF7pc3
Sammelklon nach Kultur Gber 7 Tage unter unterschiedlichen Konzentrationen E;S (A) und
DHEAS (B) bezogen auf 1 ml Lysat. Die Daten repréasentieren die Ergebnisse von drei
Versuchen mit jeweils n=4.
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Abb. 25: [*H]Thymidin-Inkorporation der Zelllinien MCF7si Sammelklon2 und MCF7sk
Sammelklon nach Kultur Gber 7 Tage unter unterschiedlichen Konzentrationen von E;S (A)

und DHEAS (B) bezogen auf 1 ml Lysat. Die Daten repréasentieren die Ergebnisse von drei

Versuchen mit jeweils n=4.
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5.5.2 Hemmung des SOAT-vermittelten Proliferationssteigerung bei

transfizierten Zellen

Da die Proliferationsuntersuchungen an den siRNA-transfizierten MCF7 und T47D und SOAT
tranfizierten MCF7 keine interpretierbaren Ergebnisse lieferten, wurden die folgenden
Untersuchungen nur mit den SOAT-transfizierten T47D-Zellen (T47Dsf3 Sammelklon) und der
Linie T47Dpc3 Sammelklon als Kontrolle durchgefihrt. Um den bei diesen Zellen
beobachteten Effekt der SOAT-Expression auf die E;S-Sensitivitdt eindeutig der SOAT-
Aktivitdt zuordnen zu kdnnen wurden Proliferations-Hemmversuche mit bekannten SOAT-
Inhibitoren durchgefiihrt. Der Versuchsaufbau entsprach den Proliferationsmessungen. Die
Hemmversuche mit BSP (5 pM) und a-Naphtyl-Sulfat (10 pM) wurden E;S-Konzentrations-
abhangig, analog zu den ungehemmten Proliferationsversuchen durchgefiihrt. Ihre
Ergebnisse in sigmoidaler Darstellung zeigen Abb. 26-A und -B. Durch diese Substanzen lie
sich keine signifikante Hemmung zeigen.
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A)

Proliferation (%)

B)
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Abb. 26: Effekte der SOAT-Inhibitoren BSP (A) und a-Naphtyl-Sulfat (B) auf die SOAT-
vermittelte Proliferation unter 10® M E;S (iber 6 Tage (n=4). T47Dpc3 Sammelklon:
Kontrollzellen, T47Dsf3 Sammelklon: SOAT transfizierten Zellen.
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Der SOAT-Inhibitor Sulfotaurolithocholat (TLCS) wurde in einer Konzentration von 25 puM
eingesetzt. Die Proliferation wurde bei 10® M E;S zeitabhéngig ab dem zweiten und bis zum
sechsten Tag gemessen. Abb. 27 zeigt die Ergebnisse des Versuchs. TLCS hatte keinen
signifikanten Einfluss auf das E;S-stimulierte Proliferationverhalten des T47Dsf3

Sammelklons.
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Abb. 27: Effekte des SOAT-Inhibitors TLCS auf die SOAT-vermittelte Proliferation unter
10® M E;S Uber 6 Tage (n=4).

Die SOAT-Inhibitoren 2-SMP und 4-SMP, nichtsteroidale Organosulfatverbindungen, wurden
in einer Konzentration von 25 uM eingesetzt. Wie mit TLCS wurde die Hemmung (ber 6 Tage
zeitabhangig in der Anwesenheit 10®M E;S gemessen. Die Ergebnisse (Abb. 28) zeigen dass
die SOAT-abhéngige Proliferation durch E;S durch 2- und 4-SMP hemmbar ist.
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Abb. 28: Effekte der SOAT-Inhibitoren 2-SMP (A), und 4-SMP (B) auf die SOAT-vermittelte
Proliferation unter 10® M E;S iiber 6 Tage. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von drei

Versuchen mit jeweils n=4.
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In einem weiteren Versuch wurde 4-SMP in den Konzentrationen 25, 1, und 0,1 uM
eingesetzt. Hier wurde die Proliferation am sechsten Tag gemessen. Es zeigte sich eine
dosisabhangige Hemmung der E;S-stimulierten Proliferation der T47Dsf3 Sammelklonzellen
(Abb. 29).

Um andere, unspezifische toxische Effekte des 4-SMP auf die Proliferation auszuschlieBen
wurde die Wirkung des 4-SMP auf die Ep-vermittelte, also SOAT-unabhéngige, Proliferation
untersucht. Zum Einsatz kamen Konzentrationen von 10® M E;S, 10° M E, und 25 uM 4-
SMP. Die Ergebnisse zeigt Abbildung 30. Der Versuch zeigte, dass 4-SMP keinen Einfluss auf
die E-vermittelte Proliferation hat.
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Abb. 29: Hemmung der E;S-abhangigen Proliferation der T47Dsf3 Sammelklon-Zellen durch
verschiedene Konzentrationen des SOAT-Inhibitores 4-SMP. E;S wurde mit einer
Konzentration von 10® M eingesetzt und die Proliferation am sechsten Tage gemessen. Jede
Séaule reprasentiert eine Probenzahl von n=4. * signifikanter Unterschied; # kein signifikanter
Unterschied.
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Abb. 30: Effekte der unterschiedlichem SOAT-Inhibitoren 4-SMP Konzentrationen auf die
SOAT-vermittelte Proliferation unter 10 M E;S (iber 6 Tage (n=4). T47Dpc3 Sammelklon:
Kontrollzellen, T47Dsf3 Sammelklon: SOAT transfizierten Zellen. * signifikanter Unterschied;
# kein signifikanter Unterschied.

Um zu zeigen, dass die E;S-stimulierte Proliferation Estrogenrezeptor a- und Steroid-
sulfatase-abhangig ist, wurde der Versuch in Anwesenheit des Estrogenrezeptor Antagonisten
STS-Inhibitor STX64 (667 Coumate)
Proliferationsmessung erfolgte am sechsten Tag. E;S wurde in einer Konzentration von
10® M eingesetzt, Tamoxifen und STX64 zu 5 uM. Die SOAT-vermittelte Proliferation konnte
im Proliferationsassay durch die Koapplikation des Estrogenrezeptorantagonisten Tamoxifen
sowie des STS-Inhibitors STX64 (677 Coumate) unter E4S unterdriickt werden Das Ergebnis
ist in Abbildung 31 dargestellt.

Tamoxifen und des durchgefuhrt.  Die
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Abb. 31: Effekte des Estrogenrezeptor Antagonisten Tamoxifen (5 uM) und des STS-Inhibitor
STX64 (667 Coumate) (5 uM) auf die SOAT-vermittelte Proliferation unter 10® M E;S (iber 6
Tage (n=4).
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Steroidsulfat-Transporters SOAT auf die
Proliferation  Estrogen-abhangiger =~ Mammatumorzelllinien unter Steroidsulfaten zu
untersuchen. Bei den untersuchten Zelllinien handelte es sich um die Linien T47D (durch
pleurale Effusion aus einem duktalen Karzinom gewonnen) und MCF7 (durch pleurale
Effusion aus einem Adenokarzinom gewonnen).

In diesen Zelllinien konnten Geyer et al. (unpublizierte Daten) durch RT-PCR eine endogene
Expression des SOAT zeigen, gleichzeitig exprimieren diese Zellen die nétigen Enzyme flr
eine intrakrine Estrogensynthese ausgehend von E;S und DHEAS (Pasqualini et al. 1989;
Najid und Habrioux 1990; Saeki et all. 1999; Maggiolini et al. 2001).

Die funktionellen Auswirkungen dieses Expressionsprofils konnten in Form des Nachweises
estrogener Metaboliten von extrazellular angebotenem DHEAS, bzw. einer Steroidsulfat-
induzierten Proliferation gezeigt werden (Le Bail et al. 1998 und 2002).

Um den Einfluss des SOAT bestimmen zu kénnen, wurde Uber den Expressionsvektor
pcDNAS eine SOAT-Expressionskassette in die Zelllinien transfiziert. Durch die Transfektion
kénnen unspezifische Effekte, u.a. durch Insertionsmutagenese, auftreten. Um diese Effekte
auszuschlieBen, wurden von den transfizierten Zellen Uber Kultur unter G418 sowohl
Einzelklone als auch Sammelklone selektiert. Eine stabile Integration der Expressionskassette
konnte durch PCR mit spezifischen Oligonukleotiden fir die gesamte Expressionskassette
sowie Transkription SOAT-spezifischer mRNA durch RT-PCR und quantitative RT-PCR (nur
T47D-Zelllinien) in vielen Klonen beider Zelllinien nachgewiesen werden (Tab. 25). Zur
Absicherung der Aktivitdt des transfizierten Transporters wurden Aufnahmemessungen mit
den radioaktiv markierten SOAT-Substraten [°*H]E;S und [*H]DHEAS durchgefiihrt. Wie bei
allen bekannten Mitgliedern der SLC10-Familie ist die Transportaktivitdt des SOAT abhangig
von einem Natrium-Gradienten Uber die Zellmembran. Durch die Messung des E;S, bzw.
DHEAS-Transports in An- und Abwesenheit von Natrium im Medium in den transfizierten
Zellen und den entsprechenden Kontrollen kann die SOAT-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Es konnte ein Natrium-abhéngiger Import von [PH]E;S in SOAT-transfizierten T47D-Zellen,
sowohl im Einzelklon (T47Dsf3 Einzelklon, Abb. 18), als auch im Sammelklon (T47Dsf3
Sammelklon, Abb. 17-A) gezeigt werden, wobei die Aufnahme im Einzelklon héher war als im
Sammelklon. Der Einzelklon zeigte in der quantitativen RT-PCR mit 4961-fach starkerer
Transkription als die Kontrolle auch eine deutlich héhere Uberexpression als der Sammelklon
(1722-fach der Kontrolle) (Abb. 16), so dass der Grund fiir den héheren [*H]E;S-Transport in
dieser Zelllinie in dem Expressionsniveau zu liegen scheint. Transport von [PH][DHEAS lieB
sich reproduzierbar in keiner T47D-Zelllinie nachweisen (Abb. 17-C). Ebenso war auch in den
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MCF7-Zelllinien kein Transport, sowohl von [°H]E;S (Abb. 17-B) als auch von [°H[DHEAS
(Abb. 17-D) nachweisbar.

Aufgrund der gewonnenen Daten kann davon ausgegangen werden, dass die SOAT-
Transfektion in die Zelllinien erfolgreich war. Ein funktioneller Nachweis der SOAT-Aktivitat
konnte zwar nur in den T47D-Zelllinien gezeigt werden, trotzdem wurden auch die SOAT-
transfizierten MCF7-Zelllinien in die nachfolgenden Proliferationsassays einbezogen.

In einem parallelen Ansatz wurde versucht die SOAT-Expression durch die Anwendung der
RNA-interference (RNAi) Technik zu hemmen. Hierflir wurde ein Vektor kloniert, der eine
SOAT-spezifische shRNA-Kassette enthélt und eine Selektion Gber G418 ermdglicht. Von
diesen Transfektionen wurden Sammelklone isoliert. Die stabile Integration des Konstrukts
wurde Uber PCR Uberpriift.

Die eigentliche Uberprifung des SOAT-Einflusses auf die Steroidsulfat-vermittelte
Proliferation wurde durch einen Proliferationsassay durchgefiihrt. Die Zellproliferation wurde
gemessen anhand des Einbaus von [*H]Thymidin tiber zwei h nach mehreren Tagen Kultur im
24-Well-Format. Die Etablierung der Methode wurde an T47D Zellen durchgefihrt.
Verschiedene Komponenten der Ublichen Zellkulturmedien enthalten Estrogene, die in einem
solchen Assay stéren wirden. Zuallererst ist hier das fetale Kalberserum (FKS) zu nennen,
das als biologisches Produkt eine Vielzahl an Steroiden enthalt, aber auch das in der Routine
verwendete Phenolrot hat estrogene Wirkung (Berthois et al. 1986). Es war daher notwendig
Versuchsbedingungen herzustellen, in denen diese Stérfaktoren minimiert sind. So wurde auf
den Einsatz von Phenolrot im Medium verzichtet und das FKS von Estrogenen befreit. Fir
letzteres standen zwei Alternativen zur Verfligung. Zum Einen der Bezug von dialysiertem
FKS durch einen kommerziellen Anbieter (PAA, Cdlbe). Zum anderen die Entfernung der
Estrogene durch Behandlung des gewdhnlichen FKS mit Dextran-Charcoal (DCC). Beide
Alternativen wurden in einem zweidimensionalen Versuchsansatz Uberprift. Bei diesem
Ansatz wurden der Gehalt an FKS im Medium und die Stimulierbarkeit der Zellproliferation
durch Estradiol bestimmt. Eingesetzt wurden FKS-Konzentrationen von 1, 3, 5 und 10 %
sowie Estradiolkonzentrationen von und 107'? bis 10° M gegen eine Estradiol-freie Kontrolle
(Abb. 20). Uber dieses aufwendige System lieB sich sehr gut zeigen, dass das DCC-FKS
besser geeignet ist als die Estradiol-induzierte Proliferation zu demonstrieren. Die optimalen
Bedingungen flr eine méglichst hohe Estrogen-abhangige Proliferation gegen die Estradiol-
freie Kontrolle waren gegeben bei einer DCC-FKS-Konzentration von 5 % und einer
Estradiolkonzentration im Medium von 10° M. Diese Estradiolkonzentration liegt iiber der in
der Literatur Gblicherweise angegebenen von 5 x 10" M. Da die maximale Proliferation unter
Estradiol in den Proliferationsassays als Positivkontrolle eingesetzt werden sollte, wurde die
Positivkontrolle doppelt gefiihrt, sowohl bei 10 als auch bei 5 x 10" M E,. Dies sollte eine
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maximale Proliferation gewahrleisten und gleichzeitig die Vergleichbarkeit der gewonnenen
Daten mit der Literatur. Die ermittelten Parameter wurden auch fir die MCF7-Zelllinien
verwendet. Nach dieser Etablierung des Assays wurden zur Bestimmung der Steroidsulfat-
Sensitivitidt der Zellen E;S und DHEAS im Konzentrationsbereich von 10" bis 10* M
eingesetzt.

Es zeigte sich, dass SOAT-transfizierte T47D-Zellen (T47Dsf3 Sammelklon) sensitiver auf
E+S reagieren als die Kontrolle. Wahrend die mit Leervektor transfizierten Zellen (T47Dpc3
Sammelklon) einen ECs, fir E1S von 21,7 = 2,1 nM aufwiesen lag der ECs, fir die SOAT-
transfizierten Zellen bei 2,2 + 0,3nM (Abb. 21). Die SOAT-Expression verursacht in den Zellen
demnach eine 10fach hdhere Sensitivitat fir E;S, verglichen mit der Kontrolle. Dass es sich
hierbei tatsdchlich um einen intrakrinen Effekt Uber den Estrogenrezeptor handelt konnte
durch verschiedene Methoden belegt werden. Zum einen konnte die Expression des
Estrogenrezeptors und eines der Schliisselenzyme der intrakrinen Estrogensynthese, der
STS, durch RT-PCR gezeigt werden (Abb. 16). Des Weiteren konnte durch die Koapplikation
des Estrogenrezeptor-Antagonisten Tamoxifen sowie des STS-Inhibitors STX64 (677
Coumate) im Proliferationsassay die SOAT-vermittelte Proliferation unter E{S unterdriickt
werden (Abb. 31).

Die Proliferationsstudien unter DHEAS ergaben fir den T47Dsf3 Sammelklon leider keine
vergleichbaren Ergebnisse. Es lieB sich zwar grundsatzlich eine Stimulierbarkeit durch
DHEAS zeigen, allerdings lieB sich keine Dosis-Wirkungs-Beziehung fir die Effekte
herstellen, die eine quantitative Bestimmung erlaubt hatte. Gleichzeitig waren die Effekie
schlecht reproduzierbar (Abb. 22).

Fir die MCF7-Zellen war keine Proliferationssteigerung nachweisbar. Weder mit Estradiol,
noch mit Steroidsulfaten (Abb. 24, 25). Betrachtet man die absoluten Werte der
[®H]Thymidinintegration, ist zu erkennen, dass die Estradiol-freie Negativkontrolle der MCF7-
Zelllinien einen Einbau von etwa 200 fmol [*H]Thymidin/ml Lysat zeigt. Diesen Wert erreichen
die T47D Zellen nur bei maximaler Stimulation. Es lasst sich also annehmen, dass die MCF7-
Zelllinien auch ohne Estrogene im Medium bereits so stark proliferieren, das ein
Estrogeneffekt nicht erkennbar ist. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zur Literatur, die
eine Stimulierbarkeit der Zelllinie MCF7 durch Estrogene beschreibt (Najid und Habrioux
1990; Paqualini et al 1990; Le Bail et al. 1998; Maggiolini et al. 1999; Billich et al. 2000;
Schmitt et al. 2001; Nozawa et al. 2005).

Die Transfektion der T47D-Zellen mit dem shRNA-Vektor zeigten im Proliferationsassay unter
den Steroidsulfaten keinen Effekt (Abb. 23). Es ist entweder anzunehmen, dass das SOAT-
Expressionsniveau in den Zellen zu gering ist, als dass durch den knock down ein Effekt
provozierbar ist, oder dass der knock down in den T47D Zellen nicht effektiv ist, obwohl die
shRNA-Sequenz in stabil SOAT-transfizierten HEK293-Zellen (berpriift worden war. In den
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shRNA-Vektor-transfizierten MCF7-Zellen zeigt sich analog zu den SOAT-transfizierten
MCF7-Zellen keine Stimulierbarkeit, weder mit E4S, noch mit Estradiol, so dass ein shRNA-
Effekt nicht bestimmbar war (Abb. 25).

Durch die bis zu diesem Punkt gewonnenen Daten konnte gezeigt werden, dass die
Uberexpression des SOAT in T47D-Zellen zu einer gesteigerten Sensitivitdt gegeniiber E;S
im Medium fihrt. Demnach kénnte SOAT auch in vivo an der Tumorproliferation von
Mammatumoren im postmenopausalen Patienten beteiligt sein.

Um als drug target bei der Therapie des Estrogen-abhingigen Mammatumors in Frage zu
kommen, musste eine pharmakologische Beeinflussung der nachgewiesenen Effekte durch
einen SOAT-Inhibitor gezeigt werden. Eine Hemmbarkeit der Effekte wiirde dariiber hinaus
noch untermauern, dass die beobachteten Veranderungen im Proliferationsverhalten auf die
SOAT-Uberexpression zuriickzufiihren sind.

Geyer et al. (2007) haben verschiedene Inhibitoren des SOAT beschrieben. Unter diesen
wurden 5 in Hemmversuchen eingesetzt. Diese waren BSP, a-Naphtyl-Sulfat, TLCS sowie 2-
und 4-SMP. Die beiden nicht steroidalen Organosulfate 2- und 4-SMP erwiesen sich als
potente Inhibitoren der SOAT-vermittelten Proliferation unter E;S. Bei einer Konzentration von
25 uM sowohl von 2- als auch von 4-SMP konnte der SOAT-vermittelte Effekt in
zeitabhangiger Bestimmung der Proliferation SOAT-transfizierter Zellen unter 10 nM E;S
vollstéandig aufgehoben werden (Abb. 28). Eine unspezifische Inhibition der Proliferation durch
toxische Effekte konnte durch eine unbeeinflusste Proliferation der Positivkontrolle unter E,
ausgeschlossen werden (Abb. 30). Weitere konzentrationsabhéngige Versuche zeigten eine
Hemmwirkung des 4-SMP bereits bei einer Konzentration von 0,1 uM (Abb. 29).

BSP und o-Naphtyl-Sulfat zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die E;S-abhangige
Proliferation (Abb. 26). TLCS erwies sich als Inhibitor ungeeignet, da es selbst einen
proliferativen Effekt auf die SOAT-transfizierten T47D-Zellen hatte (Abb. 27).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die E;S-Sensitivitat der Estrogenrezeptor-positiven
Mammatumor-Zelllinie T47D durch die Uberexpression des Steroidsulfat-Transporters SOAT
gesteigert wird und dieser Effekt durch die SOAT-Inhibitoren 2- und 4-SMP aufgehoben
werden kann. In vitro zeigen sich also Hinweise daflir, dass SOAT als drug-target in der
Therapie des Estrogen-abhangigen Mammatumors geeignet sein kénnte.

In vivo stellt sich die Frage ob SOAT eine herausragende Bedeutung fir den
Steroidsulfattransport in malignem Brustgewebe hat.

Steroidsulfat-Transport in Form von DHEAS-Transport ist bereits von Reuter und Mayer
(1995) an isolierten Ratten-Hepatozyten untersucht worden. Die Autoren fanden eine teilweise
Natrium-abh&ngige Aufnahme in die Zellen mit einem K,-Wert von 17 pM. Diese Aufnahme
konnte durch Hemmestoffe der mitochondrialen Atmungskette, NH,- und SH-Gruppenblocker,
Gallensauren und das Natrium-lonophor Monensin gehemmt werden. Allerdings waren sie
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nicht durch Blockade der Na*/K*-ATPase hemmbar. Fir priméare menschliche Trophoblasten-
Kulturen und die plazentare Zelllinie HRP-1 ist ein katalysierter DHEAS-Transport ebenfalls
beschrieben worden (Ugele et al. 2003; Zhou et al. 2003). In Trophoblasten konnten Ugele et
al. (2003) einen DHEAS-Transport zeigen, der einen K,-Wert von 26 +7,6 uM aufweist und
teilweise Natrium-abhangig ist.

Steroidsulfate sind Substrate verschiedener Transporter. Die Entdeckung und Publikation von
Steroidsulfat-Transport durch bekannte Transporter, bzw. die Identifikation neuer
Steroidsulfat-Transporter hat in den letzten Jahren stark zugenommen, da Steroidsulfate
vermehrt in den Focus der Wissenschaft gerieten. Im Laufe dieser Entwicklung wurde auch
die Taxonomie der Transporter Uberarbeitet. Im Folgenden werden die Transporter mit der
aktuellen Bezeichnung benannt. Einen Schliissel zu den in der Literatur verwendeten

Synonymen bietet Tabelle 28.

Tab. 28: Bekannte Steroidsulfat-Transporter

Aktuelle Synonyme Gen Referenz Datenbank-
Bezeichnung eintrag

SOAT - SLC10A6 Geyer et al. 2004 NM_197965
OATP1A2 OATP-A SLCO1A2 Kullak-Ublick et al. 2001  NM-021094
OATP2B1 OATP-B SLCO2B1 Kullak-Ublick et al. 2001 NM-007256

Pizzagalli et al. 2003
Nozawa et al. 2004-B
Satoh et al. 2005

OATP1B1 OATP-C SLO1B1 Kullak-Ublick et al. 2001  NM_006446
OATP1B3 OATP-8 SLCO1B3 Kullak-Ublick et al. 2001  NM-019844
OATP3A1 OATP-D SLCO3AT Tamai et al. 2000 NM-013272
OARP4A1 OATP-E SLCO4A1 Tamai et al. 2000 NM-016354
Alcorn et al. 2002

OATP1CAH OATP-F SLCO1CH Pizzagalli et al. 2002 NM-017435
OATP6A1 GST SLCO6AT Suzuki et al. 2003-B NM-173488
NTCP - SLC10A1 Schroder et al. 1998 NM-003049
OAT2 - SLC22A7 Kobayashi et al. 2005 NM-006672
OAT3 - SLC22A8 Kusuhara et al. 1999 NM-004254
OAT4 - SLC22A11  Cha et al. 2000 NM-018484
OAT5 - SLC22A10  Kwak et al. 2005 AP-003420
OAT6 - SLC22A20  Schnabolk et al. 2006 NM-001004326
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Steroidsulfat-Transport wurde nachgewiesen fir Mitglieder der Familien der SLC10 oder
ehemals Natrium/Gallensauretransporter-Familie, SLCO/SLC21 oder Organic anion
transporting family (OATPs) und der organic cation/anion/zwitterion transporter family (OATs).
Unter den OATPs wurde Steroidsulfat-Transport nachgewiesen fur den OATP1A2, OATP1B1,
OATP1B3 (Kullak-Ublick et al. 2001), OATP1C1 (Pizzagalli et al. 2002), OATP2B1 (Kullak-
Ublick et al. 2001; Pizzagalli et al. 2003; Nozawa et al. 2004-B; Satoh et al. 2005), OATP3A1
(Tamai et al. 2000) und OATP6A1 (Suzuki et al. 2003-B). Fur die OATs wurde er gezeigt fir
OAT2 (Kobayashi et al. 2005), -3 (Kusuhara et al. 1999), -4 (Cha et al. 2000), -5 (Kwak et al.
2005) und -6 (Schnabolk et al. 2006). In der Transporterfamilie SLC10, bisher bezeichnet als
Natrium/Gallensaurentransporter-Famile, ist Steroidsulfat-Transport beschrieben fir das
Natrium-Taurocholat Cotransporting Polypeptide (NTCP, Schréder et al. 1998) und seit 2004
auch fir den SOAT, der im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern dieser Familie keine
Gallensauren transportiert (Geyer et al. 2004).

In gesunden Mamma-Epithelzellen, gewonnen aus frischer Muttermilch, konnten Alcorn et al.
(2002) mRNA-Transkripte der Transporter OATP1A2, OATP2B1, OATP3A1 und OATP4A1
nachweisen, wohingegen OAT2, OAT3, OAT4 und OATP1B1 durch RT-PCR nicht
nachweisbar waren. Flir gesundes Mammagewebe konnten Ugele et al. (persénliche
Information) diese Daten fir OATP1A2 und OATP2B1 bestétigen. Pizzagalli et al. (2003)
konnten den OATP2B1 immunhistochemisch in einem invasiven duktalen Mammakarzinom
nachweisen.

In T47D-Zellen konnten Nozawa et al. (2004-A) eine E;S-Aufnahme mit einem K, von 7,6
1,2 UM zeigen, die Natrium-unabhangig war. Unabhangig voneinander zeigten Nozawa et al.
(2004-A) und Pizzagalli et al. (2003) mRNA-Transkripte von zwei, der von Alcorn et al. (2002)
in Mammaepithelzellen nachgewiesenen Transportern, namentlich OATP3A1 und OATP4A1.
Nozawa et al. (2004-A) konnten dahingegen in T47D-Zellen keine mRNA fiir OATP2B1 und
OATP1A2 nachweisen, ebenso wenig fiir OATP1B1, -1B3, -1C1 sowie OAT1, -2, -3 und -4.
Ein Nachweis der mRNA des OATP2B1 in T47D- und MCF7-Zellen gelang auch Pizzigalli et
al. (2003) nicht.

Ugele et al. (persénliche Information) konnte ebenfalls weder in kultivierten Mamma-
Epithelzellen, noch in den Mammatumorzelllinien T47D, MCF7, MDA-MB-231 und SKBR-3
eine Expression der Transporter OATP2B1 und OATP1A2 nachweisen.

Eine Expression des SOAT wurde von Meerkamp et al. (2008) in gesundem und entartetem
Mammagewebe auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Geyer et al. (unpublizierte Daten) konnten
eine SOAT-Transkription in kultivierten Mammaepithelzellen (hMEC) und den etablierten
Mammakarzinom-Zelllinien T47D, MCF7, SK-BR-3 und MDA-MB-231 durch RT-PCR
nachweisen.
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Neben dem bisher beschriebenen Import kénnen Steroid-Sulfate auch Uber verschiedene
Transporter aus den Zellen heraustransportiert werden. Steroidsulfat-Transport in Richtung
Extrazellularraum ist fur finf Mitglieder der ATP-Binding-Cassette (ABC)-Transporter-Familie
beschrieben. Diese sind das Breast-Cancer-Resistance-Protein (BCRP) und die Multidrug-
Resistance Proteine (MRP) 1, 2, 4, und 8.

Das BCRP, das aus einer auf Doxorubicin und Verapamil selektierten MCF7 Zelllinie kloniert
wurde (Doyle et al. 1998) und das in der Plazenta, im Darm, der Leber, den Eierstécken, den
Hoden, der Niere, dem Gehirn und in hamatopoietischen Stammzelllen exprimiert wird
(Allikmets et al. 1998; Doyle et al. 1998; Zhou et al. 2001), transportiert E;S und DHEAS (Imai
et al. 2003).

Die ABC-Transporter MRP-1 und -4 transportieren DHEAS mit hoher Affinitat. Fiir den MRP-1
wurde ein K,-Wert von 5 uM bestimmt, fir den MRP-4 2 uM (Zelcer et al. 2003). MRP-2 ist
auf der apikalen Membran von Hepatozyten exprimiert und transportiert unter anderem
Bilirubin-Glukuronid. Er wurde lange als cMOAT bezeichnet und ein Defekt in seinem Gen
verursacht das Dubin-Johnson Syndrom. Neben diesem endogenen Substrat scheint auch
der MRP-2 Zytostatika wie Doxorubicin und Vinca-Alkoloide zu transportieren, da eine
Transfektion von HepG2-Zellen mit MRP-2-cDNA zu einer verringerten Empfindlichkeit auf
diese Substanzen flhrt (Borst et al. 2000). Es wurde aber auch gezeigt, dass der MRP-2 E;S
und DHEAS transportiert (Spears et al. 2005). Der MRP-8 ist der jingst bekannte Vertreter
der MRP-Gruppe und wurde aus einer cDNA-Bank der Prostata kloniert (Guo et al. 2003). Er
transportiert neben zylischen Nukleotiden DHEAS und glukuronidierte Steroide (Chen et al.
2005).

Die dargestellten Publikationen zeigen auf, dass am Transport von Steroidsulfaten, bzw. an
der Nettoaufnahme verschiedene zelleinwarts und —auswarts wirkende Transporter beteiligt
sind. Der Expressionsgrad von Transportern kann sich wé&hrend der Transformation von
Zellen verandern. So zeigten Filipits et al. (1999), dass das Expressionsniveau des MRP1 in
Brustkrebsgewebe stark varriert und Vergleichbares wurde durch Dexter et al. (1998) fiir das
P-Glykoprotein gezeigt, ein weiterer ABC-Transporter, der eine Mehrfachresistenz gegen
Zytostatika vermitteln kann.

Der Nachweis SOAT-spezifischer mMRNA in klinischen Mammakarzinom-Proben (Meerkamp et
al. 2008) lasst aber die Hypothese zu, dass SOAT in vivo Bedeutung fiir den Steroidsulfat-
Transport in Brustkrebsgewebe hat.

Fir die medikamentése Therapie von Mammakarzinomen bestehen zurzeit verschiedene
Anséatze. Zum einen die klassische Chemotherapie. Die klassische Chemotherapie erfolgt
nach dem CMF-Prinzip mit den Substanzen Cyclophosphamid, Metotrexat und 5-Fluorouracil.
Eine Chemotherapie wird vorzugsweise bei ER-negativen Tumoren angewandt (Schneider et
al. 1994).
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Zur zytotoxischen Chemotherapie kommt bei der adjuvanten Behandlung des
Mammakarzinoms auch die antiendokrine Therapie zum Einsatz. Bei der antiendokrinen
Therapie des Mammakarzinoms wird das Wachstum der Tumorzellen durch einen Einfluss auf
die Estrogenstimulation gehemmt. Sie ist bei Patientinnen mit Hormonrezeptor-positiven
Tumoren ein wesentlicher Bestandteil der Therapie.

Ungefahr zwei Drittel aller Mammakarzinome sind Estrogenrezeptor-positiv. Neben der
Ovarektomie oder dem Einsatz von GnRH-Analoga, z.B. Goselerin, welche bei
pramenopausalen Patientinnen angewandt werden existieren aktuell drei Méglichkeiten den
Estrogeneinfluss auf die Tumorzellen medikamentell zu verhindern.

Zum einen besteht die Mdglichkeit der Blockade der Estrogenrezeptoren. Tamoxifen als
Vertreter der Gruppe der selektiven Estrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM) wird seit Jahren
als Standardtherapie des Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinoms verabreicht. Ein
neuerer, selektiver Estrogenrezeptor-Modulator, Raloxifen, bislang zur Pravention und
Behandlung der Osteoporose bei postmenopausalen Frauen verwendet, zeigt in einer US-
amerikanischen Studie bei postmenopausalen Frauen eine gleich gute Primarpravention des
Brustkrebses wie Tamoxifen, bei besserer Vertraglichkeit (Yalcin et al. 2005). Die Hemmung
der Estrogensynthese durch Aromatasehemmer verhindert die Umwandlung von
Androstendion und Testosteron in E; und E,. Bei postmenopausalen Frauen ist die
Umwandlung von Androgenen aus der Nebennierenrinde in Estrogene die wichtigste
Estrogenquelle. Studien zeigten, dass im primaren Einsatz Aromatasehemmer Tamoxifen
Uberlegen sind (Mouridsen und Robert 2005).

Ein weiterer Ansatz besteht in der Hemmung der STS, ohne deren Aktivitat die Steroide als
Sulfate den Estrogenrezeptor nicht binden kénnen. Der auch in dieser Arbeit eingesetzte
STS-Inhibitor STX64 wurde bereits klinisch geprift und zeigte vielversprechende Ergebnisse
(Stanway et al. 2006).

Aufgrund der in dieser Arbeit ermittelten Daten konnte gezeigt werden, dass SOAT an der
E;S-abhangigen Proliferation von kultivierten Mammatumorzellen beteiligt ist. Diese
Ergebnisse bieten mdglicherweise einen neuen Ansatzpunkt in der Therapie Estrogen-
abhangiger Mammatumore.
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7 Zusammenfassung

Im Jahre 2004 wurde am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der Justus-Liebig-
Universitat in Giessen ein neues Transportprotein kloniert, das aufgrund seiner Substrate als
Sodium-dependent Organic Anion Transporter, (SOAT) bezeichnet wurde. Wegen seiner
Sequenzhomologie wurde der SOAT als SLC10A6 der SLC10-Familie zugeordnet, die bis
dahin als Natrium/Gallensauretransporter-Familie bezeichnet wurde. Im Gegensatz zu den bis
dahin bekannten Mitgliedern der SLC10 -Familie NTCP und ASBT transportiert SOAT keine
Gallensauren. Zu seinen Substraten zahlen die sulfatierten Steroide Estron-3-sulfat (E;S),
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) und Pregnenolonsulfat. Sulfatierte Steroide spielen
eine  herausragende Bedeutung im Zusammenhang mit Estrogen-abhangigen
Mammatumoren beim Menschen. Zwei Drittel des Brustkrebses treten in der
postmenopausalen Phase auf. Der wesentliche Teil dieser Tumore ist Estrogen-abhangig,
obwohl in dieser Lebensphase die Plasmaspiegel aktiver Estrogene unter dem biologisch
wirksamen Niveau liegen. Es finden sich aber auch in der Postmenopause micromolare
Konzentrationen der sulfatierten Steroide E;S und DHEAS im Plasma. Diese kdnnen im
Mammatumorgewebe nach Aufnahme in die Zellen in einer intrakrinen Synthese in die aktiven
Estrogene Estron (E;) und Estradiol (E;) umgewandelt werden.

Aufgrund seines Substratspektrums und seiner nachgewiesenen Expression in
Mammatumorgewebe ist SOAT mdglicherweise an der intrakrinen Synthese von Estrogenen
in Brustkrebsgewebe beteiligt. Um die Bedeutung des SOAT fir die Steroidsulfat-abhéngige
Proliferation von Mammatumoren zu untersuchen, wurde die Estrogen-abhédngige
Mammatumor-Zelllinie T47D mit einem Expressionsvektor des SOAT transfiziert. Funktionelle
Expression des Proteins wurde Uberprift durch RT-PCR und Aufnahmemessungen mit
[®H]E;S. Die Sensitivitit der Zellen fiir E;S wurde in einem Proliferationsassay in Form des
ECs, der E;S-Konzentration im Medium bestimmt.

Es zeigte sich, dass SOAT-transfizierte T47D-Zellen mit einem ECs, von 2,2 + 0,3 nM eine
10fach hdhere Sensitivitat fir E;S aufweisen als die Kontrollen mit 21,7 £ 2,1 nM. Dieser
Effekt war durch den Estrogenrezeptor-Antagonisten Tamoxifen und den Steroidsulfatase-
Inhibitor STX64 hemmbar, wodurch gezeigt werden konnte, dass der SOAT-Effekt
Estrogenrezeptor-abhangig und an die intrakrine Synthese von Estrogenen aus E;S gekoppelt
ist. Darliber hinaus war die SOAT-vermittelte Proliferation hemmbar durch die SOAT-
Inhibitoren 2-und 4-Sulfooxymethylpyren.

Es konnte somit gezeigt werden, dass SOAT an der E;S-vermittelten Proliferation von
Mammatumoren beteiligt sein kann und dass der Einfluss des SOAT durch spezifische
Hemmstoffe aufgehoben werden kann. SOAT ist demnach als Target fir die antiendokrine

Therapie von Estrogen-abh&ngigen Mammatumoren vorstellbar.
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8 Summary

At the Institute of Pharmacology and Toxicology of the Justus-Liebig-University in Giessen in
2004 a new Transporter was cloned, that because of its substrates was called Sodium
dependent Organic Anion Transporter (SOAT). Due to its sequence homology it was classified
as SLC10A6 in the SLC10-family, hitherto called sodium bile salt cotransport family.In contrast
to the other members of the SLC10-family, NTCP and ASBT, SOAT does not transport bile
acids. To its substrates belong the sulfated steroids estrone-3-sulfate (E;S),
dehydroepiandrosterone sulfate and pregnenolone sulfate.

Sulfated steroids play an importante role in the context of estrogen dependent breast cancer
in women. Two third of the mamma tumors occur in the postmenopausal period of life, despite
the fact, that the plasma levels of active estrogens in this period is below biological effective
concentrations. In contrast sulfated steroids are still present in the plasma in micro molar
concentrations. These are precursors for the intrakrine synthesis of the active estrogens
estrone (E4) and estradiol (E,) in breast cancer tissue after uptake in the cells.

Because of its substrate spectrum and proved expression in mamma tumor tissue SOAT may
be involved in intrakrine estrogen synthesis in breast cancer. To clear the significance of
SOAT in this context, the estrogen dependent breast cancer cell line T47D was transfected
with an expression vector for SOAT. Functional expression of SOAT in the transfected cell line
was proved by RT-PCR and uptake measurements with [°H]E;S.

E;S sensivity was determined as ECs, of E;S concentration in a proliferation assay. In this
assay SOAT transfected T47D cells showed with an ECs, of 2,2 £ 0,3 nM a 10fold enhanced
sensitivity to E;S compared to control (ECso 21,7 £ 2,1 nM). This effect was reversible by the
estrogen receptor antagonist tamoxifen and the steroid sulfatase inhibitor STX64. Thereby the
estrogen receptor dependence of the SOAT effect could be shown as well as the coupling to
the intrakrine synthesis of free estrogens. Furthermore the SOAT mediated proliferation was
inhibited by the SOAT inhibitors 2- and 4-sulfooxymethylpyrene.

In summary the study shows, that SOAT may be involved in E1S mediated proliferation of
breast cancer and that its impact can be inhibited by specific inhibitors. Thereby SOAT is
conceivable as target in the pharmacological therapy of breast cancer.
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10 Anhang

Genbankeintrag des SLC10A6 (SOAT) im National Center for Biotechnology
Information unter Nr. NM_197965:

Homo sapiens solute carrier family 10 (sodium/bile acid cotransporter family), member
6 (SLC10A6), mRNA

LOCUS
2009
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

NM_197965 1502 bp mRNA linear PRI 24-MAR-

Homo sapiens solute carrier family 10 (sodium/bile acid
cotransporter family), member 6 (SLC10A6), mRNA.
NM_197965 XM_293769

NM_197965.2 GI:225579058

Homo sapiens (human)
Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;

Euteleostomi;

REFERENCE
AUTHORS

TITLE
dependent

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED

REMARK
COMMENT

PRIMARY

FEATURES
source

gene

exone

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
1 (bases 1 to 1502)
Geyer,J., Doring,B., Meerkamp,K., Ugele,B., Bakhiya,N.,
Fernandes,C.F., Godoy,J.R., Glatt,H. and Petzinger, E.

Cloning and functional characterization of human sodium-

organic anion transporter (SLC10A6)

J. Biol. Chem. 282 (27), 19728-19741 (2007)

17491011

2 (bases 1 to 1502)

Geyer,J., Wilke,T. and Petzinger,E.

The solute carrier family SLC1l0: more than a family of bile acid
transporters regarding function and phylogenetic relationships
Naunyn Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 372 (6), 413-431 (2006)
16541252

Review article

VALIDATED REFSEQ: This record has undergone validation or
preliminary review. The reference sequence was derived from
EF437223.1.

On Mar 24, 2009 this sequence version replaced gi: 37537551.

REFSEQ_ SPAN PRIMARY_IDENTIFIER PRIMARY_SPAN COMP
1-1502 EF437223.1 1-1502
Location/Qualifiers
1..1502

/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon: 9606"
/chromosome="4"
/map="4g21.3"
1..1502
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/note="solute carrier family 10 (sodium/bile acid
cotransporter family), member 6"
/db_xref="GeneID: 345274"
/db_xref="HGNC: 30603"
/db_xref="HPRD: 11593"
1..525
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/inference="alignment:Splign"
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/number=1

149..1282

/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576;
/codon_start=1
/product="sodium-dependent organic anion transporter"
/protein_id=" NP 932069.1"

/db_xref="GI:37537552"

/db_xref="CCDS: CCDS3614.1"

CDS

SOAT"

/db_xref="GenelID: 345274"
/db_xref="HGNC: 30603"
/db_xref="HPRD: 11593"

/translation="MRANCSSSSACPANSSEEELPVGLEVHGNLELVFTVVSTVMMGL
LMFSLGCSVEIRKLWSHIRRPWGIAVGLLCQFGLMPFTAYLLAISFSLKPVQATAVLI
MGCCPGGTISNIFTEWVDGDMDLSISMTTCSTVAALGMMPLCIYLYTWSWSLQONLTI
PYONIGITLVCLTIPVAFGVYVNYRWPKQSKIILKIGAVVGGVLLLVVAVAGVVLAKG
SWNSDITLLTISFIFPLIGHVIGFLLALFTHQSWQRCRTISLETGAQNIQMCITMLQL
SFTAEHLVOMLSFPLAYGLFQLIDGFLIVAAYQTYKRRLKNKHGKKNSGCTEVCHTRK
STSSRETNAFLEVNEEGAITPGPPGPMDCHRALEPVGHITSCE"

STS 149..1282
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/db_xref="UniSTS: 483033"
exon 526..644
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/inference="alignment:Splign"
/number=2
exon 645..733
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/inference="alignment:Splign"
/number=3
exon 734..909
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/inference="alignment:Splign"
/number=4
exon 910..1067
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/inference="alignment:Splign"
/number=>5
exon 1068..1502
/gene="SLC10A6"
/gene_synonym="MGC129575; MGC129576; SOAT"
/inference="alignment:Splign"
/number=6
ORIGIN
1 ttaggatgaa tcaccttgct ggccaacagt tattggaatg attctccatg tgtgacttcg
61 ttgcactatt acaaaatgtg gcaggataga cctgcccagc cattgttgcc gatgttcatt
121 tgtaatgctg ccttaaggag atgaggagat gagagccaat tgttccagca gctcagcctg
181 ccctgccaac agttcagagg aggagctgcc agtgggactg gaggtgcatg gaaacctgga
241 gctcgttttc acagtggtgt ccactgtgat gatggggctg ctcatgttct ctttgggatg
301 ttccgtggag atccggaagc tgtggtcgca catcaggaga ccctggggca ttgctgtggg
361 actgctctgc cagtttgggc tcatgccttt tacagcttat ctcctggcca ttagcttttc
421 tctgaagcca gtccaagcta ttgctgttct catcatgggc tgctgcccgg ggggcaccat
481 ctctaacatt ttcaccttct gggttgatgg agatatggat ctcagcatca gtatgacaac
541 ctgttccacc gtggccgccce tgggaatgat gccactctgc atttatctct acacctggtc
601 ctggagtctt cagcagaatc tcaccattcc ttatcagaac ataggaatta cccttgtgtg
661 cctgaccatt cctgtggcct ttggtgtcta tgtgaattac agatggccaa aacaatccaa
721 aatcattctc aagattgggg ccgttgttgg tggggtcctc cttctggtgg tcgcagttgce
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781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

tggtgtggtc
catctttcct
ttggcaaagg
caccatgctc
ggcctatgga
caagaggaga
tacgaggaaa
tgccatcact
ccacatcact
gtggccagta
tatttaagtg
atcacttttg

tg

ctggcgaaag
ttgattggcc
tgcaggacaa
cagttatctt
ctcttccagc
ttgaagaaca
tcgacttctt
cctgggccac
tcatgtgaat
aagacagtgt
ttcaatgtta
gagattccca

gatcttggaa
atgtcacggg
tttccttaga
tcactgctga
tgatagatgg
aacatggaaa
ccagagagac
cagggccaat
agcagggact
gcagctgaca
gaatatttat
tttcagggag

ttcagacatc
ttttctgctg
aactggagct
gcacttggtc
atttcttatt
aaagaactca
caatgccttc
ggattgccac
agctggctgg
catgaatctt
attttcatgt
tttcttctgg

acccttctga
gcacttttta
cagaatattc
cagatgttga
gttgcagcat
ggttgcacag
ttggaggtga
agggctctcg
actggccccc
gttggtaggg
ggattgtgaa
gggttaacat

ccatcagttt
cccaccagtc
agatgtgcat
gtttcccact
atcagacgta
aagtctgcca
atgaagaagg
agccagttgg
ttctttttca
ccagtgtgaa
ttgtgatggg
aacgtatcaa
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