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Die vorliegende Arbeit untersucht zum einen, welcher Zusammenhang zwischen den
klinisch- pathologischen Tumorcharakteristika und der GPER-1 Expression im
invasiven, nicht metastasierten Mammakarzinom besteht, zum anderen ob die
GPER-1 Expression Auswirkungen auf die endokrine Therapie hat. Es wurden 442
Patienten mit invasivem, nicht metastasiertem Mammakarzinom in die Studie
aufgenommen. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen positiver GPER-
1 Expression zu einem positiven Ostrogen- sowie Progesteronrezeptorstatus, zu
einem niedrigen histologischen Grading und niedrigen Ki67- Level sowie weniger
notwendigen Polychemotherapien. Als weiterer Untersuchungsschwerpunkt zeigte
sich, dass das krankheitsfreie Uberleben (DFS) bei GPER-1 positiven Patienten
unter Tamoxifen oder Aromataseinhibitoren keinen signifikanten Unterschied
aufwies. Nach dem Matching zeigte sich, dass das DFS fur GPER-1 positive
Patienten nach Erhalt von Tamoxifen niedriger war als bei Patienten mit
Aromataseinhibitoren. Schlussfolgernd konnte nachgewiesen werden, dass die
GPER-1 Expression beim Mammakarzinom zum einen mit einer gunstigen
Tumorbiologie, aber zum anderen mit einer niedrigeren DFS nach Tamoxifentherapie
einhergeht. Damit konnte unsere Untersuchung die Hypothese bestatigen, dass die
GPER-1 Expression flir eine mdgliche Resistenz einer Tamoxifentherapie
verantwortlich sein konnte. Diese Arbeit kann als Ausgangspunkt fur weitere Studien
dienen, um mogliche Resistenzmechanismen endokriner Therapien und GPER-1
Expression im Mammakarzinom zu untersuchen.

Schlusselwérter: GPER-1, Mammakarzinom, Ostrogenrezeptor, Tamoxifen,
Tamoxifen Resistenz
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1. Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom zahlt mit 30,5% zu der haufigsten bdsartigen Krebserkrankung
der Frau, was wiederum bedeutet, dass jede achte Frau an Brustkrebs erkrankt. In
Deutschland sind circa 70.000 Neuerkrankungen pro Jahr zu verzeichnen. Die
Inzidenz ist weltweit steigend. Am haufigsten betrifft es Frauen zwischen der 5. und
7. Lebensdekade. Manner sind sehr selten vom Brustkrebs betroffen, mit einer
standardisierten Erkrankungsrate von 1,1%. Ein geographischer Inzidenzunterschied
ist ebenso zu beobachten. Eine hohe Inzidenzrate wird in Landern mit einem
erhohten Einkommen wie Nordamerika, Nord- und Westeuropa registriert (1). Die
Mortalitat in Deutschland sinkt und betragt circa 20%. Durch den Anstieg der
Inzidenz mit einer Abnahme der Mortalitat steigt die Pravalenz an erkrankten Frauen
in Deutschland (2).

1.1.2 Allgemeines zum Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist ein bosartiger, vom Epithel der Drusenlobuli oder der
Milchgange ausgehender, Tumor. In 80% der Falle wird das Mammakarzinom als
Nicht-spezifischer Typ (NST) diagnostiziert. In den restlichen Fallen sind invasive
lobulare, muzindse, medullare, papillare, tubulare und gemischte Tumortypen zu
unterscheiden. Auch sind nicht-invasive Mammakarzinome bekannt, dazu gehoren
das duktale Carcinoma in situ, das lobulare Carcinoma in situ bzw. die lobulare
intraepitheliale Neoplasie. Zu den Sonderformen gehort der Morbus Paget der
Mamille, ein nicht-invasiver Tumor der Mamillenhaut, welcher meistens mit dem
intraduktalen Mammakarzinom assoziiert ist. Das inflammatorische Mammakarzinom
bezeichnet die diffuse Infiltration der Lymphbahnen der Brust und des umgebenen
Lymphsystems bis in die Haut und ist eine wichtige Differentialdiagnose zur non-

puerperalen Mastitis. Diese Form geht mit einer unginstigen Prognose einher (3).

1.1.3 Risikofaktoren

Verschiedene Risikofaktoren sind fur die Entstehung des Mammakarzinoms bekannt.
Einerseits gehort hormonell gesehen zunachst eine friihe Menarche zusammen mit
einer spaten Menopause dazu. Weiterhin zu erwahnen sind die Nulliparitat und die
zu kurze oder fehlende Stillzeit (4). Das steigende Alter, die positive
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Familienanamnese, insbesondere fur Verwandte 1. Grades (5), und die
Hormonersatztherapie in der Postmenopause (6,7) kdnnen einen Einfluss auf die
Entstehung des Mammakarzinoms haben. Des Weiteren spielt der Lebensstil eine
wichtige Rolle: Adipositas, unzureichende Bewegung, Diabetes Mellitus und

Rauchen sind als Risikofaktoren identifiziert worden (2,8,9,10).

Zu den hereditaren Risikofaktoren gehoren die Mutationen der BRCA 1 und 2 Gene,
welche autosomal-dominant vererbt werden. Hier sind besonders junge Patientinnen
betroffen und die Tumore sind durch eine besonders aggressive Tumorbiologie
charakterisiert. Ein weiterer Risikofaktor ist die Genmutation des p53
Tumorsuppressors, die autosomal-dominat vererbt, und mit dem Li-Fraumeni-

Syndrom verbunden ist (10,11).

1.1.4 Prognostische und préadiktive Faktoren

Prognosefaktoren geben Informationen tGber den individuellen Krankheitsverlauf und
pradiktive Faktoren sollen eine Vorhersage des Ansprechens einer bestimmten

Therapie geben.

1. Alter: Jungere Patienten, < 35-40 Jahre, haben eine ungunstigere Prognose.
Man hat beobachtet, dass bei diesen Patientinnen Lokalrezidive sowie
Fernmetastasen fruher auftreten. Auch kommt es haufiger zu
Zweitkarzinomen. Meistens tritt bei jungeren Patientinnen der hereditare Typ
des Mamma-Karzinoms auf, welcher BRCA positiv ist. Laut Empfehlungen von
Sankt Gallen 2007, sollten Patienten, die junger als 35 Jahre alt sind, als
Hochrisikopatienten eingestuft werden (12,13).

2. TNM- Klassifikation: Sie gibt Auskunft Gber die Gro3e und Ausbreitung des
Primartumors. Dabei steht T fir die Tumorgréfe, N flr den Lymphknotenbefall
und M fir die Fernmetastasierung. Diese Einteilung kann Auskunft Gber die
Prognose einer Krebserkrankung geben.

3. Grading: Aktuell erfolgt die Einteilung nach dem System von Elston und Ellis.
Es werden das Ausmal’ der Kernpolymorphien, der Anteil der tubularen
Strukturen sowie die Anzahl der Mitosen untersucht und in drei Grade
eingeteilt (14).

G1: gut differenziert, geringer Malignitatsgrad
G2: maRig differenziert und maRiger Malignitatsgrad



G3: schlecht differenziert, hoher Malignitatsgrad

. Hormonrezeptoren: Ostrogen- und Progesteronrezeptoren Bei Vorhandensein
von Ostrogen- bzw. Progesteronrezeptoren wird von einer giinstigeren
Prognose ausgegangen. Diese Patientinnen profitieren von einer adjuvanten
endokrinen Therapie. Die Effizienz der Therapie korreliert mit der Hohe der
Rezeptoranzahl. Je starker die Expression desto hoher die Wahrscheinlichkeit
eines Ansprechens auf die endokrine Therapie.

Pradiktiv sprechen Tumore mit Ostrogen- und Progesteronrezeptoren besser
auf eine endokrine Therapie an als Tumore mit nur einem positiven Rezeptor
(12).

. HER2 Rezeptor: Die Uberexpression dieses Faktors korreliert prognostisch
mit einem rasch progredienten und metastasierenden Verlauf des
Mammakarzinoms (15). Aber pradiktiv kann der Nachweis von HER2 fur neue
Therapieoptionen mit entsprechenden Antikérpern (Trastuzumab und
Pertuzumab) genutzt werden und bringt den Patientinnen neue
Therapieoptionen. Laut Studien kann damit das Rezidivrisiko um 50% gesenkt
werden. Weiterhin zeigen retrospektive Studien eine Korrelation zwischen
einer HER2- Uberexpression und einer Tamoxifenresistenz (12).

. Ki-67: Ki-67 ist ein Protein, welches sich auf der Oberflache von Zellen
wahrend der Wachstumsphase nachweisen lasst. Es wird als ein
Proliferationsmarker genutzt, um wachstumsaktive Zellen darzustellen. Eine
Uberexpression dieses Markers geht mit einer schlechteren Prognose
bezliglich Gesamtlberleben sowie erhdhtem Ruckfallrisiko einher (16), zeigt
auf der anderen Seite jedoch ein gutes Ansprechen auf eine Chemotherapie
(17).

. Histologische Subtypen: Die Unterteilung in verschiedene Subtypen geht mit
unterschiedlichen Prognosen einher und sollen eine Vorhersage bezuglich der
Therapieoption und des Therapieansprechens des Tumors aufzeigen (18).
Luminal A: ist fir 30-40% der invasiven Mammakarzinom Erkrankungen
verantwortlich (19). Hormonrezeptoren (HR) positiv, HER2 negativ, Ki-67
Proliferation liegt unter 14 % und wird damit als niedrig bezeichnet (20).
Luminal B: umfasst 20% - 30% der invasiven Brusttumore. HR positiv, HER2
negativ oder positiv, Ki-67 und das histologische Grading ist héher als bei
Luminal A (19).



HER2 positiv/ nicht- luminal: Diese Subtypgruppe macht 15% aller invasiven
Brustkrebserkrankungen aus. Die HR sind negativ, HER2 positiv, die Ki-67
Expression zeigt sich meistens erhoht. Oft ist in dieser Gruppe eine Mutation
des Tumorsuppressorgens p53 (TP53) nachzuweisen. Auch zeigt sich bei
dem HER2 positiven Subtyp, dass er mit einem hoheren Grading sowie mit
Lymphknotenmetastasen einhergeht.

Basal-like/ triple-negativ: Basal-like umfasst 15% der invasiven
Mammakarzinome. Diese Tumore sind sowohl HR als auch HER2 negativ Sie
sind haufig mit einem hohen ki-67- Index sowie der Mutation des TP53

assoziiert (14).

Tabelle 1: Molekulare Subtypen des Mammakarzinoms nach St. Gallen Konferenz 2011 (21)

Molekular-biologische Subtypen Klinisch-pathologische Definition Behandlung
Lurminal & Lurninal & Hcrmnntherapw_
ER-PgR: positiv selten Indikation 1Gr eine Chemotherapie gemadss
HERZ: ne-gatw prnqnnstische-n Parametern, insbesondere
KiGT: tiel, = 14% Lymphknatenbefall
Lurninal B Lurninal B, HER2: negaiiv Harmnntherapm
ER: positiv, PgR: pasitiv/inegativ Chematherapie gemddss prognostischen Parametern,
HERZ: negativ Expressionzniveau der Hormonrezeptoran und
KiET: erhaht gemdss Wunsch der Patientin
Lurninal B, HERZ: positiv Chemaotherapie + Anti-HERZ, danach Hormaon-
ldem + HERZ: pasitiv therapie
HER2: (berexprimiert HERZ: positiv, non luminal "~ Chemotherapie + Anti-HERZ
ER-PgR: negativ mit Ausnahme kleiner Tumore < Smm (pT1a)
HERZ: Gberexprimiert oder erhdhl
Baszal Like Triple neqaiiv cnemathempue
ER-PgR: negativ
HERZ: negativ
1.2 Theoretische Grundlagen der Hormonrezeptoren sowie der Expression

1.2.1

und die Bedeutung des G-Protein-gekoppelten Ostrogenrezeptors 1
(GPER-1)

Ostrogen- und Progesteronrezeptor

Fur die Diagnostik wie auch fur die Therapie ist die histologische Bestimmung der

Hormonrezeptoren wichtig.

Der erste Ostrogenrezeptor (ER), der spatere ERa, wurde 1973 charakterisiert (22).
1996 wurde der zweite Ostrogenrezeptor ERB entdeckt (23,24).

Beide

sind nukleare Rezeptoren der Steroidrezeptorfamilie und werden durch

Ostrogen (bzw. bei dem Progesteronrezeptor durch Progesteron) aktiviert. Diese

Hormone docken an die Bindungsstellen der Rezeptoren an, der Ligand-Rezeptor-



Komplex bindet darauffolgend an bestimmten Stellen auf der DNA, wodurch es zur
Transkription bestimmter Gene kommt, die verstarkt exprimiert werden.
Anschlieltend wird das Wachstumssignal ins Zellinnere weitergeleitet und so die

Teilung von Zellen, wie auch von den Krebszellen angeregt (23,25).

Die Funktionsweise der Rezeptoren wird anhand des ERs veranschaulicht. ERa und
ERR bestehen aus sechs Domanen. Die amino-terminale A/B- Domane, welche die
Aktivierungsfunktion-1 enthalt und fir eine ligandenunabhangige Aktivierung der
Transkription zustandig ist (26). Die C-Domane, die auch die DNA-Bindungsdomane
(DBD) genannt wird, und mit hoher Spezifitat an das Ostrogen Response Element
(estrogen- reponse element, ERE), eine typische palindromische Basensequenz der
DNA in 6strogensensitiven Zielgenen, bindet. Die D-Domane ist einerseits fur die
Bindung der Hitzeschockproteine (HSP), andererseits fir die Dimerisierung
verantwortlich. Die E-Domane beinhaltet eine ligandenabhangige
Transaktivierungsregion AF2, bei der durch Ostrogene oder synthetische Agonisten
die Transkription in den Zielgenen aktiviert wird. Fur die sechste Domane, die F-
Domane, die am carboxyl-terminalen Ende des Rezeptors liegt, konnte die Funktion
bis heute noch nicht identifiziert werden. AF-1 und AF-2 fuhren zur Initiation der
Transkription. Nach Bindung des Liganden kann es einerseits zu Homodimeren
ERaa oder 3 oder zu Heterodimeren ERaf3 kommen, da beide Rezeptoren in vielen

Zellen gleichzeitig exprimiert werden (27,28,29,30).

Die lipophilen Steroidhormone Ostrogene diffundieren in die Zielzelle, um dort an den
intrazellularen ER zu binden. Die ER liegen wahrend der Abwesenheit der Liganden
an HSP gebunden vor. Nach der Ligandenbindung kommt es zur Abspaltung der
HSP und daraus folgend zu einer Konformationsanderung. Es kann zu einer Homo-
oder Heterodimerisierung des Rezeptors kommen. Der nun aktivierte Hormon-
Rezeptor-Komplex transloziert aus dem Zytoplasma in den Zellkern und bindet an
palindromische DNA- Sequenzen der Zielgene, den sogenannten ERE. Durch diese
Interaktion wird die Transkription dieser Gene aktiviert und flhrt zu einer veranderten
Expression der von diesem Gen kodierten Proteine. Durch verschiedenste
modulierende Proteine wird dieser Prozess zum einen durch Co-Aktivatoren Uber
direkte Interaktionen mit dem Rezeptor verstarkt oder jedoch durch Co- Repressoren
abgebremst. Dieser Weg wird als direkte genomische Signalubertragung bezeichnet
(31).



Jedoch sind ERs auch ohne direkte Bindung an die DNA- Sequenz in der Lage, die
Genexpression zu beeinflussen. Uber den indirekten genomischen Mechanismus
kommt es zu einer Wechselwirkung, dem ,crosstalk®, zwischen einem monomeren
ER- Ligandenkomplex mit anderen DNA- bindenden Transkriptionsfaktoren, wie dem
»activator-protein-1“ (AP-1) oder Specificity protein 1 (SP-1). Es findet eine Protein-

Protein- Interaktion statt, die die Transkriptionsmaschinerie aktiviert.

Der Progesteronrezeptor (PR) existiert in zwei Isoformen, PR-A und PR-B, die in
einem Gen auf dem Chromosom 11qg22-23 codiert sind. Der Progesteronrezeptor
gehort ebenfalls zur Familie der Nuklearrezeptoren und ist in seiner Struktur und
Funktion ahnlich (31). Beide Isoformen fuhren eine gegensatzliche Funktion aus.
Wahrend der PR-A, die dstrogen- und progesteroninduzierte Proliferation hemmt,
wird diese durch den PR-B untersttzt (32). Die Aktivierung des PRs erfolgt wie bei

dem ER einerseits ligandenabhangig, andererseits ligandenunabhangig (31).

1.2.2 G-Protein-gekoppelter Ostrogenrezeptor-1

Verschiedene Studien haben die Existenz eines 7-transmembranen G-Protein-
gekoppelten Ostrogenrezeptors (GPCR) gezeigt, welcher ebenso sehr schnelle
Ostrogeneffekte vermitteln kann (24).

In den spaten 1990ern wurde ein mutmallicher GPCR von verschiedenen
Arbeitsgruppen geklont. Der in diesen Studien geklonte GPCR zeigt eine geringere
Homologie zu den anderen GPCR und wurde erstmals GPR30 genannt. Die GPR30
mMRNA wird in vielen Geweben exprimiert, wie der Mamma, Plazenta, Lunge, Leber,
Prostata und Ovarien. Am Anfang war flr diesen Rezeptor noch kein Ligand
bekannt, sodass er zu den Orphan-Rezeptoren gezahlt wurde. Im Jahr 2000 wurde
durch viele Experimente und Studien eine mdgliche Funktion des Rezeptors
entschlisselt. 2007 wurde der GPR30 durch die International Union of Basic and
Clinical Pharmacology (IUPHAR) offiziell in den G-protein-coupled estrogen receptor-
1 (GPER-1) umbenannt (33).

Er liegt auf dem Chromosomen 7p22.3 und besteht aus sieben a- helikalen
transmembranen Domanen, in dem das amino-terminale Ende fir die
Ligandenbindung extrazellular und das carboxy-terminale G-Protein-bindende Ende
intrazellular gelegen ist. Eine wichtige Bedeutung hat der GPER-1 bei dem

Mammakarzinom, da er in 50-60% der Brusttumoren exprimiert wird (34). Jedoch



kommt er auch bei anderen Karzinomen, wie dem Endometrium-, Ovar- und

Schilddrisenkarzinom vor (30).

Studien legen nahe, dass GPER-1 die Regulation von Tumorzellproliferation
beeinflusst (35). Diese Regulationen beinhalten die Aktivierung von Signalwegen,
welche im Zell-Zyklus, der Apoptose, der Autophagozytose und Prozessen wie
Angiogenese beteiligt sind, welches in der Transkription von Zielzellen resultiert und

fur die Krebsentwicklung erforderlich ist (36).

Zur Lokalisation gibt es Studien, die zum einen sagen, GPER-1 ist vor allem im
Zellkern, zum anderen aber auch im Zytoplasma im Endoplasmatischen Retikulum
exprimiert (24). Dies kann durch den retrograden Transport von der Plasmamembran
zum Zellkern erklart werden. Laut neuster Studien hat die Lokalisation des GPER-1
auch eine klinisch pathologische Bedeutung. Die in dem Zytoplasma gelegenen
GPER-1 korrelieren mit niedrigeren Tumorstadien und einem Hormonrezeptor-
positiven Mammakarzinom, wohingegen die im Zellkern lokalisierten GPER-1 mit
einem schlecht differenzierten Karzinom und damit einer schlechteren Prognose

einhergeht. Er ist haufig beim triple negative breast cancer (TNBC) nachweisbar (30).

Der GPER-1 zahlt zu den Non-genomic Rezeptoren, was bedeutet, dass die
Reaktion innerhalb von Sekunden bis Minuten stattfindet. Ostradiol (E2) bindet an
den GPER-1, wodurch die schnellen nicht-genomischen aber auch genomischen
Effekte induziert werden, welche die Transkription verschiedener Gene regulieren.
Die Expression des Zielgens wird dadurch unabhangig von ERa reguliert (36). Durch
die Aktivierung des GPER-1 mittels Ostrogens wird einerseits die Phospholysierung
der ,extracellular-signal-regulated kinases“ ERK1/2 reguliert (37), andererseits die
Mobilisierung intrazellularen Kalziums, der Anstieg des cAMP (zyklische
Adenosinmonophosphatat) sowie die PI3K- Synthese (Phosphatidylinoitol-3-kinase)
beobachtet (38,39,40).

Des Weiteren wird als Zielgen unter anderem das c-Fos identifiziert, welches durch
Up-regulation zur Proliferation von Krebszellen flhrt. Das Protoonkogen c-Fos spielt
eine wichtige Rolle in der Regulation von normalem Zellwachstum, -differenzierung
und Zelltransformationsprozessen (41,42). In Studien konnte gezeigt werden, dass
die Liganden Ostron und Ostriol eine geringe Affinitat zu dem Rezeptor haben und

Progesteron, Testosteron und Cortisol gar nicht binden. Interessanterweise konnte



gezeigt werden, dass GPER-1 durch Ostrogen-Antagonisten wie SERM und SERD
aktiviert wird (24,43).

1.3  Therapie des Mammakarzinoms
1.3.1 Allgemeines zu Therapieoptionen

Es gibt keine ,Standard-Therapie®, da die Brustkrebserkrankung infolge der
verschiedenen Subtypen sehr individualisiert fur jeden einzelnen Patienten behandelt

wird. Die Therapie besteht generell aus verschiedenen Therapieoptionen (44).

In mehr als 70% der Falle wird eine brusterhaltende Operation (BEO), in den
restlichen Fallen eine Mastektomie durchgeflihrt. Nach der Operation, vor allem einer
BEO aber auch nach der Mastektomie im Stadium T3/T4 oder bei
Lymphknotenmetastasen wird die betroffene Brust bestrahlt. Gegebenenfalls erfolgt
anschlie3end je nach Tumorsubtyp eine adjuvante Chemotherapie und/ oder
endokrine Therapie. Die Antikorpertherapie mit Trastuzumab und Pertuzumab bzw.

mit Bevacizumab kann auch angewendet werden (15,45).

1.3.2 Endokrine Therapie

Bei einer mindestens > 1% Steroidhormonrezeptor Positivitat ist bei allen Tumoren
die endokrine Therapie indiziert (18). In den 1970er-Jahren wurde Tamoxifen (TAM)
zur Behandlung des Mammakarzinoms entdeckt. TAM gehort zu der Gruppe der
selektiven Ostrogen-Modulatoren (SERM) (46). Tamoxifen hat seine Wirkung direkt
an dem ER, zeigt jedoch ein duales Wirkprofil. Einerseits wirkt es antagonistisch an
den Rezeptoren der Brusttumorzellen und hemmt diese kompetitiv, wodurch es zur
Wachstumshemmung hormonabhangiger Zellen kommt. Am Endometrium hat TAM
jedoch eine leicht agonistische dstrogene Wirkung, sodass zu den Nebenwirkungen
die Veranderung des Endometriums zahlen kann. TAM ist bei Frauen in der Pra- und
Postmenopause zur Therapie zugelassen (18).

Fulvestrant gehort zu den Antidstrogenen und hat eine ahnliche Struktur wie
Ostradiol und bindet mit &hnlicher Affinitat an dem ER, sodass Ostrogene nicht mehr
binden konnen und fuhrt damit zu einer Downregulation, sodass die Dichte der
Rezeptoren gesenkt wird. Es wird zur Behandlung bei einem Rezidiv wahrend oder
nach adjuvanter endokriner Therapie zugelassen oder bei Progress der Erkrankung
unter der Behandlung mit einem anderen Antiostrogen (18).



In der Postmenopause wird Ostrogen nicht mehr in den Ovarien, sondern in geringen
Mengen in Fett-, Nebennieren-, Muskel- und Brustdrisengewebe produziert. Dabei
wird aus Androgenen durch das Enzym Aromatase Ostrogen synthetisiert.
Aromataseinhibitoren wie Anastrozol, Letrozol oder Exemestan unterbinden dabei
den letzten Schritt der Ostrogensynthese in diesen Geweben. So wird die
Umwandlung der androgenen Vorstufe in Ostrogene verhindert. Diese Blockade der
peripheren Ostrogenbildung wiirde aber in der Pramenopause zur Aktivierung der
Gonadotropinachse fiihren und damit eine ovarielle Uberstimulation auslésen. Von
daher sind Aromataseinhibitoren nur in der Postmenopause zugelassen,
beziehungsweise in der Pramenopause nur in Verbindung mit einer ovariellen

medikamentdsen oder operativen Suppression der Ovarien (47,48).

1.3.3 Tamoxifen-Resistenz und die Bedeutung des GPER-1

TAM inhibiert die Ostrogen - Wirkung durch eine kompetitive Bindung des ER,
wodurch es die E2 abhangige Gentranskription, Zellproliferation und damit das
Tumorwachstum hemmt. Die Affinitat des Tamoxifen ist jedoch geringer als die des
Ostrogens. Die Bindung von TAM an ER flhrt grundsétzlich zu einem verminderten

Tumorwachstum.

Durch TAM konnte das Risiko der Entwicklung von ERa positivem Brustkarzinom bei
pra- und postmenopausalen Frauen bis zu 50% reduziert werden. Die tagliche
Einnahme von TAM reduziert das Auftreten eines Mammakarzinoms, eines
kontralateralen Mammakarzinoms und verringert die Wahrscheinlichkeit der

Rezidivbildung.

Die TAM-Therapie verhindert die Entstehung des ERa positiven Brustkrebs nicht nur
wahrend der Therapiezeit, sondern auch nach Beendigung der Behandlung. Neuere
Studien haben gezeigt, dass eine Verlangerung der TAM-Behandlung auf zehn Jahre
das Risiko eines Wiederauftretens von Brustkrebs in ERa- positiven Fallen weiter
reduziert (30).

Jedoch gibt es auch mehrere Studien, die herausfanden, dass 40% der Patienten
unter der adjuvanten TAM-Therapie einen Ruckfall erlitten, es wird eine TAM-
Resistenz entwickelt (49). Bei der TAM- Resistenz scheint die Expression des

GPER-1 eine wichtige Rolle zu spielen (50).



Wie bereits erwahnt wirkt TAM als Aktivator fur GPER-1. TAM und sein aktiver
Metabolit 4 Hydroxytamoxifen besitzen wie Ostrogen eine hohe Bindungsaffinitat fiir
den GPER-1 und ahmen die schnellen non-genomic Signalwege in Brustkrebszellen
nach, welche die Aktivierung der ERK, der PI3K, die Kalzium Mobilisation, sowie die
cAMP Produktion beinhalten. Daraus folgend werden Ostrogene und TAM als GPER-
1 Agonist angesehen. Die Aktivierung des GPER-1 wird auch mit als Ursache der
Tumorprogression betrachtet und ist daher wichtig fir die Therapie des

Mammakarzinoms (30).

Verschiedene Studien haben aufgezeigt, dass eine Uberexpression von GPER-1 im
Brustkrebs positiv mit dem Wachstum, der TumorgrofRe bzw. der Bildung von
Metastasen korreliert. Zudem zeigten Studien, dass bei GPER-1 positiven Patienten,
die TAM erhalten, ein Crosstalk zwischen dem GPER-1 und dem EGFR Signalweg
aktiviert wird. Dieser Crosstalk I0st ein starkeres Zellwachstum sowie eine Zunahme

der Metastasenbildung durch eine ERK1/2 vermittelte Transkription aus.

Diesbezlglich haben verschiedene Studien gezeigt, dass sich bei Patientinnen mit
GPER-1 positiven Tumor unter der Therapie mit TAM die GPER-1 Expression
erhoht, und das Gesamtliberleben, im Vergleich zu Patientinnen ohne TAM,
abnimmt. Ignatov und seine Kollegen zeigten durch ihre Studie jedoch auch, dass
GPER-1 Expression fur sich gesehen eher tendenziell mit einem guten ruckfallfreien
Uberleben verbunden ist, allerdings nur dann, wenn die Patienten keine Therapie mit
TAM erhielten (51).

1.4  Fragestellung der Arbeit

Das Ziel unserer Untersuchung war eine mogliche Korrelation zwischen der
Expression des GPER-1 und den Prognosefaktoren des Tumors und damit den
Einfluss der GPER-1 Expression auf das Gesamtuberleben der Patientinnen mit

Mammakarzinom nachzuweisen.

Als weiteren Punkt untersuchten wir prospektiv den Einfluss der GPER-1 Expression
auf die Wirksamkeit der endokrinen Therapie und damit den Einfluss der GPER-1
Expression auf das Outcome der Patientinnen abhangig ihrer Therapie.

Dies geschah vor dem Hintergrund, dass es unter der endokrinen Therapie des
Mammakarzinoms immer wieder zu Resistenzentwicklungen kommt und

darauffolgend einem Therapieversagen und einer erhdhten
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Rezidivwahrscheinlichkeit. Langfristig soll diese Studie einen Beitrag zur Optimierung
der Therapieauswahl flr die endokrine Therapie bei Patientinnen mit HR positiven

Mammakarzinom leisten.

Um dies zu erreichen, wurde eine prospektive Kohortenstudie durchgefihrt, in der

die Patientinnen mit invasivem, nicht metastasiertem Mammakarzinom von 2014 bis
2018 der Universitatsklinik Magdeburg aufgenommen wurden, um die prognostische
Rolle der GPER-1 Expression im Mammakarzinom und dessen mdgliche Bedeutung

fur die Entstehung einer Tamoxifen-Resistenz detaillierter zu untersuchen.
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2. Material und Methoden

2.1  Patientenkollektiv

Im Rahmen der vorliegenden prospektiven Kohortenstudie wurden die klinischen
Daten von allen Patientinnen mit invasivem, nicht metastasiertem Mammakarzinom,
die an der Universitatsfrauenklinik der Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg
zwischen 2014 bis 2017 diagnostiziert wurden, ausgewertet. Insgesamt wurden 442
Patientinnen evaluiert. Die Patientenakten und die Epikrisen dieser Patientinnen
wurden studiert und die bedeutendsten prognostischen klinischen und
histopathologischen Charakteristika erfasst. Dazu gehoren: das Patientenalter, die
Histologie des Mammakarzinoms, das Tumorgrading, der Hormonrezeptorstatus, der
HERZ2-Rezeptorstatus, die Ki-67 Proliferation, die Tumorgrofle, der
Lymphknotenbefall, die Lymph- und Vaskularinvasion, die Operationstechnik und die
Therapie. Gemal} den Vorschriften der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-

Universitat Magdeburg, Deutschland, lag ein Ethikvotum (Nr. 03/09) vor.

2.2 Histologische Aufarbeitungen der Gewebeproben

Das Brustdrisengewebe, zu 3 ym zurechtgeschnittene Abschnitte und in 10%
neutralem Formalin fixiert, wurde in Paraffin eingebettet. Durch den technischen
Laborassistent wurde das Gewebe mit Hamotoxylin und Eosin gefarbt und durch
einen erfahrenen Pathologen untersucht. Dadurch konnten die Tumore

immunzytochemisch analysiert und nach den o.g. Parametern charakterisiert werden.
Definitionen:
- Histologisches Grading:

Das Grading wurde in drei Stufen eingeteilt, wobei mikroskopisch der
Differenzierungsgrad der Zellen untersucht wurde. Die Tumore wurden danach in G1
(gut differenziert), G2 (maRig differenziert) bis G3 (schlecht differenziert) unterteilt.

- Ostrogen und Progesteronrezeptorstatus:

Als hormonrezeptorpositiv wurden Tumore definiert, bei denen immunhistochemisch
mindestens 1% Hormonzezeptorexpression im Tumorgewebe nachgewiesen wurde.

Die restlichen Falle wurden als hormonrezeptornegativ klassifiziert.

- HER2-Status:
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Von einem HER2- positiven Status spricht man, wenn in mindestens 30% der
invasiven Tumorzellen eine gleichmafige intensive immunhistochemische Reaktion
darstellbar ist (=HERZ2: 3+) oder bei schwacher bis mafliger Membranreaktion in
>10% der Zellen bzw. starker Reaktion in weniger als 30% der Zellen (=HERZ2: 2+)
bei gleichzeitig positivem FISH- oder CISH Test.

HERZ2 negativ gelten alle Tumore mit immunhistochemischem Score 0 oder 1 (keine
oder schwache Membranreaktion) oder HER2: 2+ Nachweis bei negativem FISH-
oder CISH Test.

- TumorgrofRe und Lymphknotenbefall:

Zur Erfassung der Tumorgrofie wurde die pathologische Tumorgréf3e nach
histologischer Aufarbeitung des Tumors verwendet. Alle Patientinnen, die eine

neoadjuvante Therapie bekamen, wurden ebenso in die Untersuchung einbezogen.

Wir unterteilten die Tumore nach ihrer Tumorgréfe in zwei Gruppen. Die erste

Gruppe bestand aus Tumoren < 2 cm und die zweite Gruppe aus Tumoren > 2 cm.

Bezlglich des Lymphknotenbefalls wurden die Patientinnen in nodal-postiv, mit
mindestens einer Lymphknotenmetastase beziehungsweise nodal-negativ, also

Patientinnen ohne Metastasennachweis in den Lymphknoten eingeteilt.
- Uberlebensanalyse:

Der primare Outcome beschreibt das krankheitsfreie Uberleben (disease-free
survival (DFS)), definiert als die Zeit von der Diagnosestellung bis zum loco-
regionalen Rezidiv und/oder der Fernmetastasierung und/oder dem
krebsspezifischen Tod. Das loco-regionale Rezidiv beinhaltet das erneute Auftreten
des Karzinoms in der gleichen Brust, gleichseitigen Thoraxwand oder in den
ipsilateralen regionalen Lymphknoten. Der fernmetastasierte Rickfall beschreibt
kontralaterale Lymphknotenmetastasen, Rezidiv im internen Brustbereich sowie
Fernmetastasen im Knochen, Gehirn, in der Leber, Lunge, welche die Pleura und
Lymphangiosis carcinomatosa einschlie3t, und weitere, wie Haut auRerhalb des
Brustbereichs oder Peritonealgewebe. Das Follow-Up endete mit dem Tod der
Patientin oder den letzten zuganglichen Informationen bzw. dem letzten Follow-Up
am 01.05.2018. Der mediane Follow-Up betrug 33 Monate (1 bis 64 Monate).
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2.3 GPER-1 Expression und sein pathologischer Nachweis

Seit Januar 2014 wird in unserer Klinik der pathologische Nachweis von GPER-1
Expression wahrend der primaren Diagnostik bei Brustkrebspatientinnen
routinemafnig durchgefuhrt. Die Expression wurde mittels eines Scores ausgewertet.
Der Score setzt sich aus der Intensitat der Farbung und der Extensitat, das heif3t
dem prozentigen Anteil der gefarbten Zellen, zusammen und wird durch die
immunhistochemische Farbung bestimmt (Tabelle 1). Die Extensitat wird in O (keine
positiven Zellen), 1 (<10%), 2 (10-50%) und 3 (>50% positive Zellen) eingeteilt. Die
Intensitat wird unterteilt in 0 (negativ) 1 (leichte Farbung), 2 (moderate Farbung) und
3 (starke Farbung). Diese beiden Kategorien werden multipliziert und ergeben den
immunhistochemischen Score (IHS), welcher von 0-9 geht. GPER-1 positive
Expression wird ab einem Wert von IHS = 3 angenommen. In Abbildung 1 sind

Beispiele verschiedener GPER-1 Expressionsmuster dargestellt.

Die GPER-1 Expression wurde in dem Paraffin eingebettetem Gewebe bestimmt.
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Abbildung 1 GPER-1 Expression in Brustkrebsgewebe. A) GPER-1 negative Expression B) GPER-1 schwache
Expression C) GPER-1 moderate Expression D) GPER-1 starke Expression.

Zuerst wurde 3 um paraffin-eingelegtes und in Formalin fixiertes Brustkrebsgewebe
auf dem SuperFrost Plus Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Deutschland)
befestigt und Uber Nacht getrocknet. Danach wurde die Immunfarbung mit Hilfe des
Benchmark XT (Ventana, Unterhaching, Deutschland) durchgefuhrt. Das zu
untersuchende Gewebe auf den Objekttragern wurde mit Protease | flir 10 min
vorbehandelt und antigendemaskiert, gefolgt von der 32-minttigen Inkubation bei 37
Grad mit affinitatsgereinigtem Kaninchen- Antikdrper (Herford, Deutschland) gegen
GPER-1 auf 1:500 verdinnt. Diese Reaktion konnte durch den 3,3- Diaminobenzidin
(DAB) Nachweis veranschaulicht und mit Hamotoxylin gegengefarbt werden. Zum
Schluss wurde das gefarbte Gewebe im Eindeckmedium eingebettet und mit dem

Deckglas abgedeckt.

Der GPER-1 Grenzwert der Expression wurde unter Verwendung der GPER-1-
Expression im normalen Brustgewebe, das den invasiven Brustkrebs umgibt,
bestimmt. Spezifische Grenzwerte des IHS wurden fur die statistische Auswertung
der prognostischen Signifikanz in den Kaplan-Maier-Tests sowie fur die Korrelation
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von GPER-1 mit den klinisch-pathologischen Merkmalen verwendet. Daraus folgend
wurde die GPER-1 Uberexpression in Tumoren bei IHS 23 definiert. In der Tabelle 2

wird das Score System veranschaulicht.

Tabelle 2: IHS Score von GPER-1

Intensitat Extensitat
IHS Score
0 (negativ) 0 (keine pos. 0-2=
Z) negative
1 (schwach GPER
positiv) 1 (<10% Expression
positive Zellen)
2 (moderat
positiv) X 2 (10-50% =
positive Zellen) 3-9=
3 (stark positive GPER
positiv) 3 (> 50% Expression

positive Zellen)

2.4  Statistische Auswertung

Die statistischen Kalkulationen wurden durch das IBM SPSS Statistics Version 22.0
durchgefuhrt. Die Verbindung zwischen GPER-1 und verschiedenen Tumor- und
Patientenvariablen wurde mit dem Chi 2-Test ausgewertet, wenn die
Stichprobenverteilung der Teststatistik der theoretischen Chi-Verteilung entsprach,
andernfalls wurde der exakte Fisher-Test verwendet. Das DFS und das
Gesamtuberleben (overall survival, OS) dienten als Ausgangspunkte. DFS Analysen
berucksichtigten Rickfalle oder den Brustkrebs-spezifischen Tod. Patienten, die
durch eine andere Krankheit starben oder bei denen zu wenige Daten bis zum
Studienende verfliigbar waren, wurden zensiert. Die Uberlebenszeitdaten wurden
durch die Kaplan-Meier-Methode analysiert. Die Ubereinstimmung der
Uberlebenskurven wurde durch den Log-rank-Test verglichen. Durch den Cox-
Regressions-Test konnte der Einfluss mehrerer Variablen, wie die operative und die
neo- bzw. adjuvante Therapie, das Alter, der Metastasenstatus und Resektionsgrad
auf die Uberlebenszeit untersucht werden. Ergebnisse wurden als statistisch
signifikant angesehen, wenn der p-Wert < 0.05 war.
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3. Ergebnisse

3.1  Korrelation zwischen der GPER-1 Expression und den klinischen und
pathologischen Charakteristika in unserem Patientenkollektiv

3.1.1 GPER-1 Expression

Wir konnten von den 442 untersuchten Patientinnen, die wir in den 0.g. Zeitraum in
unserer Klinik aufgenommen hatten, sieben Falle nicht auswerten, da bei ihnen der
Nachweis der GPER-1 Expression technisch nicht mdglich war. So gingen in unsere
Untersuchung 435 Patienten ein, die in GPER-1 positiv oder GPER-1 negativ

unterteilt wurden.

In 352 von 435 (80,5%) Patienten wurde eine positive GPER-1 Expression
nachgewiesen und in den restlichen 83 (19,1%) eine negative GPER-1 Expression.
In der weiteren Auswertung der Ergebnisse beziehen wir die Korrelation der
Prognosefaktoren auf die Zahl der Patienten, bei denen ein Nachweis der GPER-1

Expression technisch mdglich war.

3.1.2 Histologisches Grading und GPER-1 Expression

Von unseren 435 Patientinnen zeigten 48 Patientinnen (11%) einen gut
differenzierten G1-Tumor, 140 (32%) Patientinnen einen undifferenzierten G3-Tumor
und bei den restlichen 214 (49%) Patientinnen konnte ein mafig differenzierter G2-

Tumor nachgewiesen werden.

Ein G1-Tumor fand sich bei 45 (12,8%) von 352 der GPER-1-positiven Patientinnen,
dagegen nur bei 3 (3,6 %) von 83 der GPER-1 negativen Patientinnen, wie in der

Abbildung 2 veranschaulicht.
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Abbildung 2: GPER-1 Expression und histologisches Grading

Ahnlich, wenn auch nicht ganz so eindeutig, zeigt sich der Trend bei den maRig
differenzierten G2-Tumoren, wo 181 (51,4%) von 352 Fallen GPER-1 positiv waren
und nur 33 (39,6 %) von 83 GPER-1 negativ. Im Gegensatz dazu wurden G3-
Tumore in nur 99 (28,1%) von 352 der GPER-1 positiven Patientinnen festgestellt
und bei 33 (49,4 %) von 83 aller GPER-1 negativen Patienten.

Die GPER-1 Expression korreliert signifikant mit dem histologischen Grading
(p<0.0001) und die GPER-1 Expression wird haufiger bei G1- und G2-Tumoren
beobachtet.

3.1.3 Ostrogenrezeptorstatus und GPER-1 Expression

In unserer Untersuchung konnte bei 335 (77%) Patientinnen von 435 Patientinnen
ein positiver Ostrogenrezeptor (ER) nachgewiesen werden. ER-positive Tumore
sprechen gut auf eine endokrine Therapie an und gehen generell eher mit einer
gunstigen Prognose einher.

Bei 83 (19%) Patientinnen konnten kein ER im Tumorgewebe nachgewiesen werden.
Sie werden als ER-negativ bezeichnet. In 17 Fallen (4%) konnte bei der Auswertung
der 435 Patientendaten kein Hinweis in unserer Dokumentation auf den
Hormonrezeptorstatus evaluiert werden. Wie in Abbildung 3 dargestellt, konnten bei
294 (83,5%) GPER-1 positiven Patienten ein ER-positiver Tumor festgestellt werden.
Bei 43 (12,2%) Patienten mit GPER-1 Expression konnte kein ER nachgewiesen
werden (p<0.0001).
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Abbildung 3: GPER-1 Expression und Ostrogenrezeptorstatus

GPER-1 negative Patienten haben dagegen eine ahnliche Wahrscheinlichkeit an
einem ER-positiven oder -negativen Mammakarzinom zu erkranken. Bei 40 (48,2 %)
von 83 Patientinnen konnte kein ER nachgewiesen werden und bei 41 (49,4%)

konnte eine ER-Positivitat aufgezeigt werden.

3.1.4 Progesteronrezeptorstatus und GPER-1 Expression

Von 435 Patientinnen konnten bei 305 (70%) Patienten Progesteronrezeptoren (PR)
nachgewiesen werden. Als Progesteron-negativ wurden 113 (26%) Patientinnen
bezeichnet, da bei ihnen kein Nachweis von PR in der histologischen Aufarbeitung
gefunden wurde. Bei weiteren 17 (4%) Fallen fehlte die Dokumentation des PR -
Status.

Bei dem PR verhalt es sich mit der Korrelation zu der GPER-1 Expression ahnlich
dem des ER. In dieser Arbeit konnten wir bei 269 von 352, also in 76,4% der GPER-
1 positiven Patienten einen positiven PRstatus nachweisen. Dagegen zeigten nur 68,
also 19,3% der Patientinnen mit GPER-1 Expression einen negativen PRstatus (Abb.
4; p<0.0001).
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Abbildung 4: GPER-1 Expression und Progesteronrezeptorstatus

Damit kdnnen wir beweisen, dass die GPER-1 Expression mit einem positiven PR-
status korreliert. Wie auch bei dem ER geht der positive Nachweis von PR mit einer
gunstigen Prognose bezuglich des Therapieansprechens auf eine endokrine

Therapie und das Gesamtuberleben einher.

GPER-1 negative Patienten zeigen eine annahernd dhnliche Wahrscheinlichkeit fur
PR- positive und -negative Tumore. In unserer Studie zeigte sich fir die Patienten
ohne GPER-1 Expression eine PR-Positivitat bei 36 (43,4%) und kein Nachweis von
PR bei 45 (54,2%) von 83 Patientinnen.

3.1.5 HERZ2 Rezeptorstatus und GPER-1 Expression

In unserem eigenen Patientengut konnten bei 71 (16,3%) Patientinnen von 435
Patientinnen ein positiver HER2 Status dokumentiert werden. Bei 340 (78,2%)
Patientinnen dagegen konnte kein HER2 Nachweis erbracht werden. In 24 (5,5%)

Patientenfallen fehlte der Nachweis des HER2 Status.

Wie in Abbildung 5 dargestellt, konnte bei 271 (77%) Patienten mit positiver GPER-1
Expression kein HER2 Status festgestellt werden, 59 (16,8%) Patienten mit GPER1-

Expression waren HER2 positiv.

Bei Patienten ohne GPER-1 Expression sind 69 (83,1%) Patienten HER2 negativ
und 12 (14,5%) HER2 positiv (p=0.623).
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Abbildung 5: GPER-1 Expression und HER2- Status

Somit zeigt sich nachweislich keine signifikante Korrelation zwischen dem HER2-
Status und der GPER-1 Expression.

3.1.6 TumorgréBe und Lymphknotenstatus verglichen zur GPER- 1

Expression

Weiterhin untersuchten wir den Zusammenhang zwischen der Tumorgrof3e sowie

dem Lymphknotenstatus und der GPER-1 Expression.

Die TumorgroRe und der positive Lymphknotenbefall gehen mit einer ungunstigen
Tumorbiologie sowie Prognose bezuglich des Gesamtiberlebens einher. Flr unsere
eigenen Untersuchungen unterteilten wir die Tumore in <2 cm (T1-Tumor) und <2

cm (T2-Tumor), unabhangig einer moglichen neoadjuvanten Therapie.

Einen Tumor < 2 cm wiesen 221 (50,8%) von 435 Patientinnen auf. In die Kategorie
der T2 Tumore > 2 cm wurden 189 (43,4%) Patientinnen eingeteilt. In 25 (5,7%)
Fallen konnte die TumorgréfRe nicht mehr recherchiert werden. Bei Patienten mit
einer positiven GPER-1 Expression traten T1-Tumore mit 182 (51,7%) ein wenig
haufiger auf als T2-Tumore mit 149 (42,3%) von 352 Patientinnen. Bei Patientinnen
mit GPER-1 negativer Expression ist die Wahrscheinlichkeit annahernd gleich. In der
Kategorie der kleinen Tumore wurde bei 39 (47%) und bei den gro3en Tumoren bei
40 (48,2%) von 83 Patientinnen, wie in Abbildung 6 dargestellt, keine GPER-1
Expression dokumentiert (p=0.382).
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Abbildung 6: GPER-1 Expression und TumorgroRe

Bei der Definition des Lymphknotenstatus unterteilten wir unser Patientenkollektiv in
nodal-positive Patientinnen mit mindestens einem befallenen Lymphknoten vs.
nodal-negativ, welches bedeutet, es wurde kein Befall von Lymphknoten bei der

histologischen Aufarbeitung nachgewiesen.

Von unseren 435 Patientinnen wurde bei 130 (29,9%) Patientinnen ein positiver
Lymphknotenbefall festgestellt. Bei 242 (55,6%) Patientinnen konnte kein Befall der
Lymphknoten nachgewiesen werden. Bei 63 (14,5%) der Patientinnen fehlte der
Nachweis des Lymphknotenbefalls. Abbildung 7 zeigt, dass 108 (30,7%) von 352
Patientinnen mit einer positiven GPER-1 Expression einen positiven
Lymphknotenstatus und 187 (53,1%) einen negativen Lymphknotenstatus aufwiesen.
Der Lymphknotenbefall in unserem Patientengut ohne GPER-1 Expression war bei
22 (26,5%) von 83 Patientinnen nachweisbar und bei 55 (66,3%) wurden keine
befallenen Lymphknoten detektiert (p=0.227).
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Abbildung 7: GPER-1 Expression und Lymphknotenbefall

Somit zeigte sich in unserem Patientengut kein signifikanter Zusammenhang

zwischen GPER-1 Expression und Lymphknotenstatus bzw. TumorgrofRe

3.1.7 GPER-1 Expression und der Ki-67 Nachweis

Wie in Abbildung 8 veranschaulicht, lag die Ki-67 Expression bei GPER-1 positiven
Patientinnen in unserem Patientenkollektivim Median bei 24,2% (Range 2-28%).
Patientinnen ohne GPER-1 Nachweis dagegen hatten mit 38,3% im Median bei

einem Range von 5-95% einen deutlich hdheren Ki-67 Nachweis in der Tumorzelle.

45
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Abbildung 8: GPER-1 Expression und Ki-67

Die Auswertung der Daten unserer Patientinnen zeigte, dass die GPER-1 Expression
mit einer niedrigeren Ki-67 Expression einhergeht (p<0.0001).
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Patientinnen mit niedriger Ki-67 Expression weisen einen geringeren Anteil

teilungsaktiver Zellen auf und gehen so mit einer ginstigeren Prognose einher.

3.1.8 Systemische Therapie und GPER-1 Status

Ein weiterer Schritt unserer Studie bestand daraus, herauszufinden, ob es einen
Zusammenhang zwischen der GPER-1 Expression und den verschiedenen

Therapieoptionen gab.

In Bezug auf die systemische Therapie zeigte sich, dass von unseren 435
Patientinnen 164 (37,7%) eine Chemotherapie erhielten, wahrend 245 (56,3%)
Patientinnen keine systemische Behandlung bekamen. Bei 26 (6%) Patienten fehlten
die Daten hinsichtlich der systemischen Therapie. Dabei erhielten nur 121 (34,4%)
von 352 Patientinnen der GPER-1 positiven Patientinnen aus unserem Patientengut
eine Chemotherapie, wie in Abbildung 9 dargestellt. Keine systemische Therapie
bendtigten dahingegen 207 (58,8%) von 352 der GPER-1 positiven Patientinnen. Bei
Patientinnen mit negativer GPER-1 Expression dagegen unterschied sich die
Wahrscheinlichkeit nicht signifikant. 43 (51,8%) erhielten eine systemische Therapie,
wahrenddessen 38 (45,8%) von 83 Patientinnen keine systemische Therapie

empfingen.
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Abbildung 9: GPER-1 Expression und systemische Therapie

Darauffolgend zeigte sich bei der Auswertung der systemischen Therapie unseres
Patientengutes, dass Patientinnen mit einem GPER-1 positiven Tumor deutlich

24



seltener eine Chemotherapie als Patientinnen die GPER-1 negativ waren, erhielten
(p=0.011).

3.1.9 GPER-1 Expression und sein Zusammenhang zur Operation und

Bestrahlung

Des Weiteren untersuchten wir, ob es eine Korrelation zwischen der ausgewahlten

Art der Operationstechnik des Mammakarzinoms zu der GPER-1 Expression gab.

Von unseren 435 Patientinnen wurden nur 5 (1,1%) Patienten nicht operiert und 374
(86%) Patientinnen erhielten eine Operation, davon 235 (54%) eine brusterhaltende
Operation (BEO) und 139 (32%) eine Mastektomie. Bei 56 (12,9%) der 435 Patienten
wurde keine Operation dokumentiert. Eine BEO erhielten 195 (55,4%) von 352
Patientinnen mit einer positiven GPER-1 Expression und 102 (29%) der 352
Patientinnen wurden einer Mastektomie unterzogen. Es wurden 40 (48,2%) von 83
der GPER-1 negativen Patientinnen brusterhaltend operiert und bei 37 (44,6%) kam
es zu einer Mastektomie. Es zeigte sich, dass es keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Operationstechnik und der GPER-1 Expression gab
(Abb.10; p=0.085).
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Abbildung 10: GPER-1 Expression und Operation

Bei der Auswertung der Bestrahlung beztiglich ihrer Korrelation zur GPER-1

Expression verhielt es sich ahnlich.

Eine Bestrahlung erhielten 246 (56,5%) von 435 Patientinnen, wahrend bei 142
(32,6%) keine Strahlentherapie durchgefuhrt wurde. In 47 (10,8%) Fallen konnten wir
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keine Auskunft bezuglich der Bestrahlung ermitteln. Bei Patienten mit positiver
GPER-1 Expression wurden 203 (57,7%) der 352 Patientinnen und bei GPER-1
negativen wurden 43 (51,8%) von 83 Patientinnen bestrahlt. Keine Bestrahlung
erfolgte bei 112 (31,8%) der 352 GPER-1 positiv und 30 (36,1%) von 83 der GPER-1
negativ getesteten Patienten (s. Abb. 11; p=0.419).
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Abbildung 11: GPER-1 Expression und Bestrahlung

3.1.10 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungsergebnisse in unserem Patientengut fur
die Prognose eines Mammakarzinoms, dass eine erhdhte Expression des GPER-1
signifikant mit glinstigeren Eigenschaften des Tumors verbunden ist und daher
primar mit einer besseren Prognose. GPER-1 Expression findet sich bei
Mammakarzinomen mit einem histologisch gunstigeren Grading, dem G1 und G2

sowie Hormonrezeptor-positiven Karzinomen und niedrigerem Ki-67 Level.

Dies spiegelt sich auch in der Auswertung der Patientinnen mit einer systemischen
Chemotherapie wider. Patientinnen mit einer positiven GPER-1 Expression
bendtigten viel seltener eine Polychemotherapie als Patientinnen, bei denen sich

eine GPER-1 Expression nicht nachweisen liel3.

Die folgende Tabelle 3 fasst die Ergebnisse der Untersuchungen in unserem

Patientenkollektiv zusammen.
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Tabelle 3: Klinische und pathologische Charakteristika bei GPER-1 positiver bzw. negativer Expression

Charakteristika - GPER negativ © ' GPER positiv p-value
M i % M % :
83 191 352 809 |
60.7 (28-91) 61.5(31-99) 0.670
Bandbreite
Tumorgrdlie, cm
=2 39 47 182 1.7
=2 40 482 149 423 0.382
Fehlend 4 48 21 B
Lymphknoten-
status
Negativ &b 663 187 531
Positiv 22 265 108 307 0227
Fehlend B T2 LY 16.2
Histo. Grading
3 36 45 12.8
33 396 181 514 0.0001
41 49 4 98 281
Fehlend 6 T2 27 77
ER
Neqativ 40 482 43 12.2
Positiv 41 49 4 294 1835 0.0001
Fehlend 2 24 15 43
45 542 68 193
36 43 4 269 764 0.0001
2 24 15 43
HER2
MNegativ 65 83.1 271 77.0
Positiv 12 145 59 16.8 0.623
Fehlend 2 24 22 6.2
38.3 (5-95) 24 7 (2-82) 0.0001
Bandbreite
Operative
Therapie
Keine 1 12 4 11
Brusterhaltende Rl 482 195 554
Operation 0.085
Mastektomie 37 446 102 290
Fehlend L) () 51 145
Systemische
Therapie
Keine 38 458 207 h8.8
Erhalten 43 518 121 344 0.011
Fehlend 2 24 24 6.8
Bestrahlung
Keine 30 361 112 318
Erhalten 43 518 203 577 0.419
Fehlend 10 121 37 105
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3.2  Einfluss der GPER-1 Expression auf die endokrine Therapie
3.2.1 Analyse unseres Patientengutes und ihr Outcome

Um den Einfluss der medikamentosen Therapie auf GPER-1 positive
Brustkrebspatienten zu ermitteln, mussten die Patientendaten in Hinsicht auf ihre

GPER-1 Expression und die angewandte Therapie untersucht werden.

Von den in der Studie aufgenommenen 442 Patienten wurden sieben Patienten
primar ausgeschlossen, da bei ihnen der Nachweis einer GPER-1 Expression
technisch nicht moglich war. GPER-1 positiv gelten Patienten bei einem IHS >3, wie
in Tabelle 2 dargestellt. GPER-1 konnte in 352 von 435 Fallen nachgewiesen

werden, was einem Anteil von 80,5% entspricht.

Fir die Evaluation des Uberlebens unter der Fragestellung des Einflusses des
GPER-1 Rezeptors auf die Therapie mit antihormonellen Substanzen (Tamoxifen vs.
Aromataseinhibitoren) konnten von den 435 Fallen wiederum 184 Pateinten nicht in
die Studie mit einbezogen werden, da 83 Patienten GPER-1 negativ waren, 35
Patienten keine endokrine Therapie erhielten bzw. bei 57 Patienten die endokrine
Therapie nicht dokumentiert wurde und neun Patienten bilaterale Mammakarzinome
aufwiesen. So blieben 251 Patienten mit GPER-1 positivem Nachweis und
gleichzeitigem Erhalt einer endokrinen Therapie fur die Studienauswertung. Wahrend
der Follow-Up Time kam es bei 44 (17,5%) der 251 Patienten zu einer

Rezidiverkrankung und/ oder krebsspezifischem Tod.

Abbildung 12 zeigt, dass 16 (6,4%) Patienten Lokalrezidive entwickelten, ein Loco-
regionales Wiederauftreten des Tumors fand sich bei drei (1,2%) Patentinnen.
Fernmetastasen wurden in zwolf Fallen (4,8%) registriert. Davon wurden am
haufigsten Fernmetastasen in den Knochen (n=10), gefolgt von der Leber (n=4),
Lunge (n=3) und anderen Organen (n=2) sowie ein Lymphknotenbefall abseits der
Lokalisationen des Primartumors detektiert. Bei einigen Patienten kam es zur
Metastasenbildung in mehreren Organen. EIf (4,4%) Patientinnen verstarben. Bei
zwei Patienten kam es sowohl zur lokalen als auch loco-regionalen

Rezidiverkrankung.
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Abbildung 12: Rezidiverkrankungen und Todesfalle unseres Patientengutes wahrend der Nachsorge

3.2.2 Einteilung der Patientinnen entsprechend dem Nachweis von GPER-1 im

Tumor und der endokrinen Therapieform

FUr die Analyse unserer Fragestellung kamen von unseren 442 Patientinnen
insgesamt 251 Patientinnen mit einem GPER-1 positiven Tumor und einer
antihormonellen Therapie in die Auswertung. Diese Patienten wurden abhangig von
ihrer endokrinen Therapie in zwei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe umfasste 137
(54,6%) Patienten, die mit Tamoxifen behandelt wurden. Die verbliebenen 114

(45,4%) Studienteilnehmer erhielten Aromataseinhibitoren.

Um eine Stichprobenverzerrung zu vermeiden, wurde ein Matching durchgeflhrt,
welches auf vier prognostischen Kriterien basierte: dem Tumorstadium (T < 2cm oder
> 2cm), der Tumorhistologie, dem histologischen Grading sowie der Therapie. 110
Falle konnten gematched werden. In Abbildung 13 wird der Zusammenhang

veranschaulicht.
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Abbildung 13: Einteilung unseres Patientengutes
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3.2.3 GPER-1 Expression und ihr Einfluss auf die Therapie unter Tamoxifen

und Aromataseinhibitoren

Von unseren 251 gesamten GPER-1 positiven Patientinnen untersuchten wir im
nachsten Schritt, inwiefern die endokrine Behandlung eine Rolle fur das DFS der
Patientinnen spielte. Dabei wurde zum einen die Patientengruppe beobachtet, die
Tamoxifen erhielt, und zum anderen die Gruppe mit der Aromataseinhibitoren-

Therapie.

In der gesamten GPER-1 positiven Kohorte von 251 Patienten konnte festgestellt
werden, dass das Gesamtuberleben bei Patienten unter Tamoxifenbehandlung nicht

signifikant unterschiedlich zu Patienten unter Aromataseinhibitoren war.

Es zeigte sich, wie in Abbildung 14 dargestellt, dass das DFS bei den GPER-1
positiven Patienten, die eine Behandlung mit Tamoxifen erhielten, 79,6% ergab,
wahrend bei Patienten unter einer Aromataseinhibitoren-Therapie das DFS 89,5%
betrug. (p=0.09)
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Abbildung 14: GPER-1 positive Expression und endokrine Therapie

Anhand der Abbildung ist jedoch zu sehen, dass die Therapie mit Tamoxifen bei
Patienten mit nachweislicher positiver GPER-1 Expression mit einem leicht

verminderten, jedoch nicht signifikant aussagekraftigen Outcome einhergeht.
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3.2.4 GPER-1 Expression und ihr Einfluss auf die endokrine Therapie nach
dem Matching

Um eine Stichprobenverzerrung zwischen den Patientengruppen mit
unterschiedlicher Therapie zu vermeiden, wurde ein Matching fir die essenziellsten
Prognosefaktoren verwendet. Durch das Matching wird eine Strukturgleichheit der

Falle und der Kontrollen erreicht.

Abbildung 15 zeigt, dass die Gruppe der GPER-1- positiven Patientinnen, die mit
Tamoxifen behandelt wurden, ein DFS von 69,1% aufwiesen, welches signifikant
geringer ausfiel als bei den Patientinnen, die eine Therapie mit Aromataseinhibitoren
erhielten. In dieser Gruppe betrug das DFS 92,7% (p=0.005).
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Abbildung 15: GPER-1 positive Expression und endokrine Therapie nach Matching Analyse

Anhand der Kaplan- Meier- Kurve wird in Abbildung 16 veranschaulicht, wie die
verschiedenen Therapieoptionen das Patientenoutcome im Laufe der Jahre
beeinflussten. Es war vor allem nach der Matching Analyse eine immer gro3er
werdende Diskrepanz zwischen der Therapie unter Aromataseinhibitoren gegentber

der Tamoxifentherapie zu beobachten.
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Abbildung 16: Kaplan- Meier- Kurve Uber den Einfluss der endokrinen Therapie bei GPER-1 positiven
Patientinnen. A: Krankheitsfreies Uberleben (DFS) im Gesamtkollektiv. B: DFS nach Matching Analyse

Diese Studie zeigt, dass Patienten, die nachweislich eine GPER-1 positive
Expression aufwiesen, unter der Therapie mit Tamoxifen ein erhéhtes Risiko flr
wiederauftretende Rezidive erlitten. Dabei konnten wir in unserer Studie nachweisen,
dass Patientinnen mit GPER-1 Nachweis histologisch Tumore mit glinstigerer
Prognose bezlglich des Gradings, Hormonrezeptorstatus und Ki-67 hatten, sodass
ein Ansprechen auf eine endokrine Therapie mit einem erhdhten Erfolg assoziiert
sein sollte. Diese Patientinnen zeigten eine hohere Rezidivrate unter Tamoxifen und

ein signifikant besseres Ansprechen auf Aromataseinhibitoren.

Diese Entdeckung zeigt uns, dass bei Patienten mit nachgewiesener GPER-1 und
Hormonrezeptor Positivitat die Therapie mit Tamoxifen zwar anschlagt, auf lange

Sicht kommt es jedoch trotz dieser Therapie haufiger zu einer Metastasenbildung.
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4. Diskussion

4.1 GEPR-1 Expression und sein Einfluss auf verschiedene
Tumorcharakteristika

Der GPER-1 gehort zu den Steroidrezeptoren und wird in vielen Geweben exprimiert,
wie zum Beispiel in der Mamma, Lunge oder Plazenta (33). In mehr als 50% der
Patienten mit Brustkrebs konnte ein hohes Niveau von GPER-1 Expression
nachgewiesen werden (20,51,52). In vielen aktuellen Studien wird die Funktion sowie
Bedeutung des Rezeptors diskutiert. Jedoch gibt es zurzeit noch kontroverse

Untersuchungsergebnisse Uber den Einfluss von GPER-1 auf das Mammakarzinom.

Wir haben in unserer prospektiven Studie zum einen den Zusammenhang der
klinisch pathologischen Tumorcharakteristika und die GPER-1 Expression im
invasiven nicht metastasierten Mammakarzinom, sowie den Zusammenhang
zwischen GPER-1 Expression und den Einfluss auf die endokrine Therapie
untersucht. Es zeigte sich, dass die GPER-1 Expression einerseits mit einer
besseren Tumorprognose, andererseits aber einem erniedrigten DFS der mit
Tamoxifen gegenuber den mit Aromataseinhibitor behandelten Patientinnen

einhergeht.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass GPER-1 mit verschiedenen klinischen und
pathologischen Charakteristika korreliert. In Bezug auf das histologische Grading
zeigten vor allem die gut und maRig differenzierten (G1 und G2) Karzinome eine
GPER-1 Positivitat. Diese Patientinnen haben somit eine bessere Prognose
hinsichtlich des Gesamtliberlebens. Auch die Studie von Ignatov et al. 2013 kam zu
den gleichen Ergebnissen. Ihre Untersuchung zeigte eine signifikante Korrelation

zwischen dem histologischen Grading und der GPER-1 Expression (50).

Weiterhin fanden wir einen Zusammenhang zwischen ER und PR in Bezug auf
GPER-1 Expression heraus. ER- und PR- negative Mammakarzinome weisen eine
geringere Expression von GPER-1 auf. Hormonrezeptorpositive Tumore hingegen
gehen mit einer signifikant erhéhten GPER-1 Positivitat einher. Der Nachweis des
Hormonrezeptorstatus ist einerseits mit einer besseren Prognose des Tumors
verbunden und andererseits bedeutend fur die Entscheidung einer endokrinen

Therapie mit Tamoxifen oder Aromataseinhibitoren.
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In den Studien von Ignatov et al. 2011 und 2013 wurde ebenfalls die GPER-1
Expression beim Mammakarzinom untersucht sowie der Zusammenhang zwischen
GPER-1 und verschiedenen Tumorcharakteristika ausgewertet. Dabei wurde zum
einen bestatigt, dass die GPER-1 Expression bei Tumoren mit niedrig differenzierten
histologischen Grading sowie bei positiven ER und PR gesteigert ist (50,51). In
unserer untersuchten Kohorte zeigte sich bei 87,2% der ER positiven Tumore und

bei 79,8% der PR positiven Tumore eine positive GPER-1 Expression.

Filardo et al. beschrieb schon 2006 den Aufbau des GPER-1 und sein
Zusammenspiel mit den klinisch pathologischen Charakteristika. Sie bewiesen in
ihrer Studie, dass der Nachweis des positiven ER und GPER-1 Expression signifikant
korreliert. Bei dem PR ist die GPER-1 Expression bei Filardo nicht signifikant (20). In
einer anderen Studie wurden 1250 Brustkrebspatienten untersucht und es konnte
auch hier festgestellt werden, dass die GPER-1 Expression bei ER positiven

Patienten signifikant verstarkt auftrat (53).

Jedoch gibt es auch Studien, die diese Aussagen nicht bestatigen. Luo et al.
veroffentlichten im Jahr 2011 ihre Untersuchungsergebnisse in Bezug zur
VerknlUpfung zwischen der GPER-1 Expression und klinisch pathologischen
Faktoren. Die Ergebnisse ihrer Studie konnte einen Zusammenhang zwischen

Hormonrezeptornachweis und GPER-1 nicht bestatigen (54).

Diese unterschiedlichen Ergebnisse mussen in Hinsicht auf verschiedenen
Fehlerquellen untersucht werden. Ein Aspekt dieser Diskrepanz konnte sein, dass
die verschiedenen Studien unterschiedliche Scores zur Einteilung der GPER-1
Expression verwenden. Als Beispiel definierten Luo et al. den Score ihrer
zytoplasmatisch vorkommende GPER-1 Expression mit 0-8, wobei eine GPER-1
Positivitat ab 5 beschrieben wird (54). Wir jedoch definieren den Score von 0-9 und
verstehen eine GPER-1 Positivitat ab 3. Zum anderen kann GPER-1 in
verschiedenen Lokalisationen auftreten, zum einem im Zellkern, zum anderen in dem
endoplasmatischen Retikulum im Zytoplasma. Diese Variationen der Lokalisation des
GPER-1 scheint eine grol3e Rolle in seiner Funktion und im Zusammenhang der
histopathologischen Eigenschaften des Tumors zu spielen. Im Zellkern lokalisiertes
GPER-1 korreliert mit einem schlecht differenzierten hormonrezeptornegativen
Karzinom (Triple negativen Mammakarzinom), dagegen zytoplasmatisch

nachgewiesenes GPER-1, geht mit einem niedrigeren Tumorstadium und
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hormonpositiven Mammakarzinomen einher (30). Unsere Studie bezog sich auf

GPER-1, welches im Zytoplasma nachgewiesen wurde.

Ein weiterer Grund fur die Unterschiede der verschiedenen Studienergebnisse
konnte die unterschiedliche Anzahl an Patientendaten darstellen. In unsere Studie
konnten wir in einem kurzen Beobachtungszeitraum die Daten von 251 Patienten
werten. Samartzis et al. konnten als Beispiel auf eine Patientengrof3e von 981
Patienten zurlckgreifen (55). Von daher kann in den verschiedenen Studien eine

unterschiedliche StichprobengréfRe von grolier Bedeutung fir die Auswertung sein.

Unserer Analyse zufolge korreliert die GPER-1 Expression nicht signifikant mit dem
HER2-Status. Broselid et al. konnten 2013 auch keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem HER2-Status und der GPER-1 Expression feststellen
(56).

Jedoch haben vorherige Studien eine signifikante Korrelation zwischen der GPER-1
Expression und HER2-Status erforscht. Zum einen beschrieb Ignatov et al. 2011,
dass 69% der HERZ2 positiven Mammakarzinome eine GPER-1 Expression zeigten,
wahrend nur 31% kein GPER-1 exprimierten (51). Auch die Studie von Sjostrom et
al. und Samartzis samt Kollegen belegen die Korrelation. Sie stellten eine signifikante
Korrelation zwischen HER2 und in der Plasmamembran lokalisierte GPER-1
Expression dar (26,55). Grunde fur die unterschiedlichen Ergebnisse kdonnte die Art
der Studie sein. In unserer Studie wurde die GPER-1 Expression prospektiv beurteilt,
was mit einer hdheren Datenqualitat einhergeht. Die anderen genannten Studien

sind retrospektiv, welche mit vermehrten Fehlern der Dokumentation, zum Beispiel in
der Krankenakte oder den Fragebdgen einhergehen kann. Ein anderer Grund fir
diese Diskrepanz konnte wiederum auch wieder die unterschiedliche Lokalisation des
GPER-1 sein. In einigen Studien ist es wie in unserer Studie im Zytoplasma
angesiedelt, wahrend es in anderen Studienkonstellationen im Zellkern lokalisiert ist.
Ignatov et al. sowie Sjostrom mit Kollegen erforschten die im Zytoplasma
beziehungsweise Zellmembran nachweisbare GPER-1 Expression und ihren Einfluss

auf das Mammakarzinom (26,51).

Samartzis mit seinem Team untersuchte den Einfluss der Lokalisationen von GPER-
1. Sie fanden heraus, dass die zytoplasmatische GPER-1 Expression signifikant mit

nicht-duktalen histologischen Subtypen, niedrigem Tumorstadium sowie gunstiger
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histologischer Differenzierung assoziiert ist. Auch ist GPER-1 Expression im
Zytoplasma bei Luminal A und B Typen erhéht. Die Expression von GPER-1 im
Zellkern geht mit einer unglinstigeren Prognose einher. Es ist signifikant mit wenig
differenzierten Karzinomen und Triple negativen Subtypen assoziiert. So wird
beschrieben, dass univariate Studien ergaben, dass GPER-1 Expression im

Zytoplasma mit einem besseren Gesamtiberleben korreliert (55).

Eine weitere Ursache der verschiedenen Ergebnisse kann die Verwendung
unterschiedlicher Techniken in Bezug auf den Nachweis der GPER-1 Expression
darstellen. Zum einen wird in einigen Studien die Immunhistochemie eingesetzt, um
GPER-1 ausschliellich in epithelialen Tumorzellen zu bestimmen, wiederum andere
Studien untersuchten die Expression aus der Gesamt-RNA ohne epitheliale
Tumorzellen zu isolieren (57). In unserer Studie verwendeten wir die

Immunhistochemie fur den Nachweis der GPER-1 Expression.

Unsere Arbeit zeigt eine signifikante Korrelation zwischen der GPER-1 Expression
und einem niedrigen Ki-67 Median. Durch diesen Zusammenhang wird unsere These
gestutzt, dass GPER-1- Expression bei Tumoren mit einer guinstigen Tumorbiologie
auftritt.

In Bezug zur Tumorgrofle und den Lymphknotenstatus ergab sich in unserer
Auswertung, dass es keine signifikante Korrelation zur GPER-1 Expression gab. In
unserer Studie konnte beobachtet werden, dass GPER-1 positive Mammakarzinome
leicht starker bei kleineren Tumoren sowie nodal-negativen Tumoren vertreten war,
was auch zu der Aussage, dass GPER-1 positive Karzinome mit einer glinstigen
Tumorbiologie einhergehen, Ubereinstimmt. Da jedoch keine Signifikanz nachweisbar

war, lasst sich dies nur als Beobachtung werten.

In den Studien von Ignatov samt Kollegen von 2011 und 2013 wurde eine
signifikante Korrelation zwischen der GPER-1 Expression und nodal-negativen
Tumoren dargelegt. Nodal-positive Tumore dagegen waren sehr ahnlich bei GPER-1
positiven sowie negativen Karzinomen vertreten (50,51). Dies deckt sich mit der
Arbeit von Luo et al.. Sie veroéffentlichten 2011 ihre Untersuchung und prasentierten,
dass GPER-1 positive Expression beim Mammakarzinom mit keinen oder niedrigen
positiven Lymphknotenstatus korrelierte (54). Filardo et al. stellten fest, dass

Patientinnen ohne GPER-1 Expression vor allem mit kleineren Tumoren signifikant
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assoziiert waren. GPER-1 Expression war hingegen bei kleinen und grof3en Tumoren
ahnlich stark vertreten (20). Ein Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse kdonnte
sein, dass wir Patientengewebe von nicht-metastasierten Tumoren untersucht haben.
Filardo hingegen untersuchte Patientengewebsproben von Frauen mit nicht- aber

auch metastasiertem Mammakarzinom.

In unserer Arbeit zeigte sich, dass die GPER-1 Expression im positiven Sinn mit der
Notwendigkeit einer systemischen Chemotherapie korreliert. Das bedeutet, dass
Patienten mit einem GPER-1 positiven Mammakarzinom seltener eine systemische
Therapie erhielten als GPER-1 negative Patientinnen. Das wiederum bestatigt sich in
unseren Untersuchungsergebnissen, dass GPER-1 Tumore mit Hormonrezeptor
Positivitat und niedrigem Grading und damit einer guinstigen Tumorbiologie
einhergehen. Damit erhalten diese Patientinnen seltener eine Chemotherapie und

profitieren eher von einer endokrinen Therapie.

Fir die Therapiekonzepte Operation und/oder Bestrahlung konnte keine Beziehung

zu der GPER-1 Expression festgestellt werden.

Aus den Daten unserer Untersuchungen ergab sich, dass die GPER-1 Expression
mit einer gunstigen Tumorbiologie einhergeht. Daraus ergibt sich, dass die Prognose
bezliglich des Tumors gunstiger und ein verbessertes Gesamtiberleben zu

verzeichnen ist.

Dazu konnten auch andere zitierte Studien aufzeigen, dass die GPER-1 Expression
im Zytoplasma mit einem verbesserten Patienten Gesamtuberleben bei
Mammakarzinomen, sowie anderen Karzinomen assoziiert ist (26,50,53,56,58). Wir
konnten daraus schlussfolgern, dass GPER-1 einen potenziellen Tumorsuppressor
darstellt und vorherige Studien bestatigten dies (58,59,60). Vergleichbare Daten
wurden in weiteren Studien mit Krebszellen unterschiedlicher Herkunft beobachtet
(56,61,62,63). Der Fakt, dass die GPER-1 Expression mit gunstigeren
pathologischen Charakteristika und verbessertem Outcome in der gegenwartigen
Kohorte assoziiert ist, unterstitzt indirekt das Tumorsuppressor-Potential von GPER-
1.

Ignatov et al. untersuchten 2013 und 2014 den Einfluss von GPER-1 und die
Eigenschaft als Tumorsuppressorgen bzw. Initiator anderer Tumorsuppressorgene
(50,60). Ignatov et al. beschrieben schon 2013, dass GPER-1
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Mammakarzinomzellen im Wachstum hemmen kann, indem es verschieden
Tumorsuppressorgene induzieren kann, wie z.B. p53 oder p21 (58). Auch Azari et al.
beschrieben in ihrer Studie, dass GPER-1 durch die Erhéhung von Ca?+ zur
Hemmung der Zellproliferation und Induktion der Apoptose in dstrogenpositiven
Zellen fuhren kann. Sie unterstutzen die These, dass GPER-1 das Wachstum von
Zellen in 6strogenpositiven Mammakarzinomzellen hemmt (53). Broselid et al.
bestatigten in ihrer Forschung, dass GPER-1 die proapoptotische Signalubertragung
in ER-, sowie PR- positiven Zellen fordern, was wiederum erklaren wurde, warum
GPER-1 bei dem ER-positiven Brustkrebs zu einem erhohten Gesamtiberleben fuhrt
(56). Zusammenfassend kénnte man den Nachweis von GPER-1 in ER- positivem

Brustkrebs als gunstigen prognostischen Marker werten und nutzen.

4.2 GPER-1- Expression im Mammakarzinom und seine Bedeutung fiir die
Tamoxifentherapie

Ein weiterer Untersuchungsschwerpunkt war der Einfluss der GPER-1 Expression
bei Tamoxifen behandelten Patienten im Hinblick auf das mediane krankheitsfreie

Uberleben.

In der Gesamtkohorte von GPER-1 positiven Patienten ergab sich, dass das DFS
unter Tamoxifentherapie ahnlich den Patienten unter Aromatseinhibitorentherapie
war. Das Gesamtuberleben der mit Tamoxifen behandelten Patienten betrug 79,6 %
und unter Aromataseinhibitoren 89,5%, jedoch mit p = 0,09 und ist somit nicht
signifikant aussagekraftig (Abb.16; Kaplan A). Um in unserer Forschung eine
Stichprobenverzerrung zu vermeiden, wurde ein Matching fur die wichtigsten
prognostischen Faktoren genutzt. So ergab sich, dass das DFS bei Patienten unter
Aromataseinhibitoren bei 92,7 % lag. Die DFS unter Tamoxifen-Therapie betrug
jedoch nur 69,1 %. Infolgedessen kann signifikant bestatigt werden, dass Patienten
unter Tamoxifen-Therapie eine geringere DFS aufwiesen (Abb.16; Kaplan B).
Einerseits haben Patienten mit einem GPER-1 positiven Mammakarzinom eine gute
Prognose bezlglich des Gesamtiberlebens, da GPER-1 Expression mit einer
gunstigen Tumorbiologie einhergeht. Jedoch zeigt unsere Arbeit, dass Tamoxifen
durch GPER-1 in seiner Funktion als Wachstumshemmer des Hormonrezeptor-
positiven Mammakarzinoms abgeschwacht wird. Dadurch treten bei Patienten unter
Tamoxifen vermehrt Metastasen und Rezidive auf. Eine Erklarung konnte sein, dass
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GPER-1 die Resistenz gegenuber Tamoxifen fordert und so die Wirkung herabsetzt
beziehungsweise verandert. Somit sind Tumore mit einer erhéhten GPER-1
Expression bezuglich ihrer Therapieoptionen zu Uberdenken. In unserer Arbeit wird
aufgezeigt, dass GPER-1 positive Patienten sehr gut auf Aromataseinhibitoren

ansprechen und damit eine gunstige Prognose bezulglich des DFS aufweisen.

Dieses Ergebnis kann durch vorherige retrospektive Mammakarzinom Studien
bestatigt werden (26,51). Tamoxifen ist ein Agonist des GPER-1 und kann so die
GPER-1 Expression aktivieren (64,65). Eine langfristige Gabe endokriner Therapie
mit Tamoxifen fuhrt zu einer erhdhten Empfindlichkeit der Zellen gegentber E2 (1713-
Estradiol) und somit zu einer Erhéhung der durch E2 stimulierten Upregulation von
GPER-1 und damit zu einer erleichterten Verlagerung von GPER-1 aus dem
endoplasmatischen Retikulum zur Zelloberflache, sodass der Crosstalk zwischen
Wachstumsfaktorrezeptoren verstarkt wird und es daraus folgend zu einer erhdhten
Zellproliferation kommt. Am bedeutendsten ist der Crosstalk zwischen der GRy
Untereinheit des GPER-1 mit dem EGFR-Signalweg, der dadurch verstarkt wird und
somit zur Phosphorylierung der MAP-Kinasen flhrt. Diese fiihren zu weiteren
Stimulationen von zum Beispiel ER und zu einer Gentranskription mit folgender
erhohter Zellproliferation. Das phospholysierte ER kann dann wiederum GPER-1
hoch regulieren, sodass ein Teufelskreislauf entsteht. Durch die erhdhte
Zellproliferation kann es zum Wachstum des Tumors sowie erhéhter

Metastasenbildung kommen (64,66).

2011 veroffentlichten Prossnitz und Barton ebenfalls eine Studie, in der sie den
Einfluss der GPER-1 Expression auf die Therapie mit Tamoxifen untersuchten. Sie
stellten fest, dass GPER-1 positive Patienten, die nur mit Tamoxifen behandelt

wurden, ein vermindertes Gesamtuberleben aufwiesen (67).

Sjostrom et al. konnten diese These weiterhin bestatigen. Sie fanden heraus, dass
ein Mangel an GPER-1 Expression in der Plasmamembran bei Patienten mit ER- und
PR- positiven Mammakarzinom unter Tamoxifen-Therapie mit einem sehr geringen

Risiko fur Fernmetastasen in der Langzeitprognose einhergeht (26).

Molina et al. beschrieben, dass Tamoxifen GPER-1 aktiviert und dadurch die

Transaktivierung eines Tyrosinkinaserezeptors induziert wird, wodurch die
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Tumordstrogenabhangigkeit abnehmen kann und der Tumor resistenter gegen

Therapien bezogen auf den Entzug von Ostrogenen wird (68).

2020 erforschten Molina et al. des Weiteren, dass die GPER- Expression bei
Brustkrebspatienten, die Tamoxifen erhielten, weiter ansteigt und zu einem
geringeren DFS fuhrt (69).

Ignatov et al. konnten in ihrer Studie 2020 signifikant aufzeigen, dass bei Patienten
unter Tamoxifentherapie mit positiver GPER-1 Expression nach vier bis sechs

Monaten wieder eine leichte Tumorvergro3erung auftrat (70).

Auf der anderen Seite fanden Broselid und seine Kollegen keine Korrelation
zwischen Tamoxifen-Therapie und GPER-1 Expression. Sie bestatigten einerseits,
dass GPER-1 Expression mit ER- und PR- positiven Mammakarzinomen korreliert
und weiterhin mit einem besseren Gesamtiberleben einhergeht. Jedoch konnten
Broselid et al. in ihren Forschungen keinen Unterschied zwischen dem verbesserten
Gesamtlberleben bei Patienten mit oder ohne Tamoxifentherapie entdecken. In
beiden Gruppen, Patienten unter Tamoxifen-Therapie und der Gruppe der Patienten
ohne Tamoxifen-Therapie, stellten sie fest, dass eine GPER-1 Expression signifikant

mit einem verbesserten Gesamtuberleben assoziiert ist (56).

Die bislang vorliegenden Studienergebnisse hierzu sind kontrovers. Bislang findet
man keine eindeutige Erklarung, warum verschiedene Studien zu unterschiedlichen
Ergebnissen flhren. Jedoch gibt es verschiedene Ansatze, um die Diskrepanz zu
beschreiben. Zum einen kann die retrospektive Studie von Broselid mit einer Einbul3e
bei der Auswertung der gesammelten Daten einhergehen. Andererseits untersuchten
Broselid et al. Patienten, die seit zwei Jahren Tamoxifen kontinuierlich nahmen.
Jedoch hat man durch in- vitro Daten festgestellt, dass die Tamoxifen-Resistenz nur
bei einer Langzeitgabe von Tamoxifen entstehen kann, sodass zwei Jahre als

unzureichend anzunehmen sind (64,66).

Anderseits muss auch bertcksichtigt werden, dass wir in unserer Studie nicht
zwischen Pra- und Postmenopausal unterschieden haben, Broeslid jedoch teilte
seine Untersuchung in zwei verschiedene Gruppen, pra- und postmenopausal, was
wiederum einen Einfluss auf die Ergebnisse aufzeigen konnte.

Des Weiteren scheinen Unterschiede in der Ethnie, des Lebensstils, sowie dem

Zeitpunkt der Entdeckung des Mammakarzinoms einen moglichen Einfluss auf die
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Ergebnisse der verschiedenen Studien zu haben. So muss die Individualitat der

einzelnen Patienten und ihres Mammakarzinoms beachtet werden.

Wie auch oben beschrieben, muss die Lokalisation von GPER-1 bedacht werden.
Die Lokalisation von GPER-1 hat eine grof3e Bedeutung flr die Tumorart, das

Patientenoutcome, die Therapieoptionen und deren Folgen (55).

Weiterhin wird unsere Studie durch die fehlende Randomisierung unserer Patienten
mit Tamoxifen- oder Aromataseinhibitoren-Therapie beschrankt. Das bedeutet, dass
die zufallsbedingte Verteilung der Studienpatienten auf die zwei Gruppen, um
unterschiedliche Einfluss- bzw. Stérgrofen auf das Ergebnis auszuschlie3en, nicht
gegeben ist, da wir eine Studie aus retrospektiven und prospektiven Elementen
aufweisen. Jedoch haben wir durch die Matching Analyse die Stichprobenverzerrung

verringert.

Unsere Studie hat einen prospektiven Charakter bezlglich der Analyse der
Expression von GPER-1. Wir haben die klinischen Daten Uber die hormonelle
Behandlung und das Uberleben prospektiv gesammelt, jedoch retrospektiv
ausgewertet, sodass unsere Arbeit limitiert war. Eine Starke ist die Validierung

unseres GPER-1 Scores, welcher in einer retrospektiven Studie ermittelt wurde (51).

Vorherige Studien zeigten auf, dass die systematische Analyse des
Methylierungsstatus des Promotors in Zellkultur und primarem Brustgewebe von
Brustkrebspatientinnen ergaben, dass die GPER-1 Expression durch epigenetische
Mechanismen durch Methylierung und Demethylierung des Promotors stark reguliert
wird (60). Daraus folgend kdnnte die Promotor Methylierung von GPER-1 als
prognostischer Faktor gewertet werden (71). Erst kirzlich beschrieben Lui und seine
Kollegen, dass die epigenetische Herunterregulierung von GPER-1 im Darmkrebs als
Tumorsuppressor wirkt (62).

Die Genexpression wird laut neuster Studien nicht nur von genetischen, sondern
auch durch epigenetische Mechanismen gelenkt. Kommt es bei der epigenetischen
Regulierung zu Fehlsteuerungen, kann es zur Ausbildung von verschiedenen
Krankheiten, unter anderem Krebs, kommen. So kann es zum Beispiel durch DNA-
Methylierung oder Histonmodifikationen zur epigenetischen Repression von

Tumorsuppressorgenen kommen.
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Durch das kovalente Anlagern einer Methylgruppe an das C5- Atom des
Cystosinrings, die innerhalb der CpG- Stellen liegen, welches wiederum zur Bildung
des 5- Methylcystosin flhrt, entsteht die DNA- Methylierung. Daraus folgend wird
entweder die Transkription durch Verdrangung spezieller Transkriptionsfaktoren
manipuliert oder methylbindende Domanen gebunden, die zu einer Repression der
Gene fuhrt. Durch die Hypermethylierung von DNA im Promotorbereich bestimmter
Tumorsupressorgene kann es zur Repression ihrer Funktion kommen. In gesunden
Zellen ist der Promotorbereich nicht methyliert, doch in verschiedenen
Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass bei verschiedenen Tumorzellen
eine dichte Hypermethylierung in diesem Bereich stattgefunden hat (72).
Weissenborn et al. untersuchten 2017 den Einfluss der Methylierung des GPER-1
wahrend der Brustkarzinogese. Sie fanden heraus, dass die Promotormethylierung
einen wichtigen epigenetischen Prozess darstellt und damit die Expression des
GPER-1 beeinflusst werden kann. Sie zeigten auf, dass es durch die
Hypermethylierung des GPER-1 Promotors zu einer verringerten Expression von
GPER-1 kommt. Wie oben beschrieben, haben Tumorzellen die Eigenschaft, durch
Promotorhypermethylierung die Expression von Tumorsuppressorgenen zu
verringern. Das wiederum bestatigt, dass GPER-1 einen hohen Wert als

Tumorsuppressor aufweist (71).

Daraus folgend koénnte die Promotormethylierung von GPER-1 in Bezug auf das
Patientenuberleben unter Tamoxifen-Therapie eine Bedeutung zugeschrieben

werden und weitere Untersuchungen notwendig machen.

Diese genannten Fehlerquellen sind Erklarungen, um den unterschiedlichen
Ergebnissen in den verschiedenen Untersuchungen beziehungsweise Studien zu
verstehen, jedoch keine Beweise, sodass noch weitere prospektive Forschungen in

diesem Themenbereich erforderlich sind.

Insgesamt konnte unsere Studie aufzeigen, dass zum einen die GPER-1 Expression
mit einer gunstigen Tumorbiologie bei Mammakarzinomen einhergeht, andererseits
zu einer moglichen Tamoxifen-Resistenz durch die agonistische Wirkung von
Tamoxifen auf das GPER-1 fuhren kann und eine grol3e Herausforderung fur die

Behandlung von Patienten mit einem Mammakarzinom darstellt
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Als Konsequenz aus dieser Studie stellt sich die Frage, ob die Behandlung von

Mammakarzinomen mit gunstiger Tumorbiologie Uberdacht werden sollte.

Die aktuellen Leitlinien empfehlen bei Patienten mit invasivem, nicht-metastasiertem
Mammakarzinom mit gunstiger Tumorbiologie, bedeutet hoheres Erkrankungsalter,
positiver Hormonrezeptorstatus, negativer HER2- Status, geringer Ki-67 Nachweis,

die endokrine Therapie mit Tamoxifen (45).

Diese Studie zeigt auf, dass eine GPER-1 Expression am haufigsten mit einer
gunstigen Tumorbiologie vergesellschaftet ist, aber auch mit einem niedrigeren DFS
nach Tamoxifentherapie einhergeht. Von daher stellt sich die Frage, ob entweder die
generelle endokrine Therapie mit Tamoxifen schon bei Patienten mit guten
Prognosefaktoren auf Aromataseinhibitoren umgestellt werden sollte, ohne den
GPER-1 Status zu analysieren, um der mdglichen Resistenz fur Tamoxifen
entgegenzuwirken oder ob der Nachweis der GPER-1 Expression im
Mammakarzinomgewebe als Standard der Histologie eingeflihrt werden sollte und so

einen Einfluss auf die Auswahl der endokrinen Therapieoptionen hat.
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5. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom gehort zu einer der haufigsten Krebserkrankungen sowie auch
krebsbedingten Todesursachen der Frau. Da jeder Tumor des Mammakarzinoms
eine Reihe unterschiedlicher Eigenschaften aufweist, wie histologische Subtypen,
Hormonrezeptoren, viele weitere Protein- und Antigenstrukturen, ist die Therapie des

Mammakarzinoms fur jede Patientin sehr individuell.

Ostrogene sind fiir die Entwicklung und Homoostase der Brustdriise unerlasslich,
andererseits férdert es auch Tumore, die aus diesem Gewebe entstehen. Ostrogene
gehen eine Wechselwirkung mit speziellen Rezeptoren, den Ostrogenrezeptor ER a
und dessen Strukturhomologe ER S, ein. Sie gehoren zu den nuklearen
Steroidhormonrezeptoren und Uben ihre Aktivitat als hormonabhangige

Transkriptionsfaktoren aus.

Um der tumorférdernden Hormonaktivitat entgegenzuwirken, wurden Medikamente
entwickelt, wie das Tamoxifen, die an den Rezeptoren des Ostrogens binden und so
keine Wachstumsreize mehr ausgesendet werden kdnnen. In vielen Studien wurde
belegt, dass daraus folgend ein hohes krankheitsfreies Uberleben bei Patienten unter

Tamoxifentherapie festgestellt wurde (73).

Jedoch zeigen die Daten auch, dass die Tamoxifentherapie bei jeder vierten Frau
nicht anschlagt. Eine Option scheint das Vorhandensein eines positiven GPER-1 zu
sein, der zu den heptahelischen Transmembranrezeptoren gehort, welcher einerseits
unabhangig von ER a und B wirkt, jedoch auch eine 6strogenabhangige EGFR-
Wirkung ausubt. Es bietet einen Mechanismus bei hormonrezeptorpositiven
Karzinomen auch ohne Ostrogen durch GPER-1 dstrogenreaktiv zu bleiben, was fiir
die endokrine Therapie bedeutet, dass Tamoxifen als Agonist GPER-1 aktivieren und
so die EGFR- Aktivierung in Brustkrebszellen auslosen kann (20). Der G- Protein
gekoppelte Ostrogenrezeptor ist neben den klassischen Ostrogenrezeptoren von
wichtiger Bedeutung fur die Entstehung und Therapie von hormonsensitiven

Tumoren.

,GPR30 ist verantwortlich fur die schnelle Aktivierung des nicht-genomischen
Signalwegs und ist an den biologischen Prozessen beteiligt, einschliellich Migration,

Proliferation, Adhasion, Genregulation und Invasion der Krebszellen.” (74)

45



Das Ziel dieser Dissertation war einerseits, den Zusammenhang zwischen GPER-1
positiven Mammakarzinom bezogen auf klinische und pathologische
charakteristische Merkmale zu untersuchen, sowie prospektiv den Einfluss der
Therapie unter Tamoxifen und deren moglichen Resistenzmenchanismus zu

beobachten.

Bei unserer Studie legten wir das Hauptaugenmerk auf die invasiven, nicht
metastasierten Mammakarzinome mit positiven Hormonrezeptorstatus und deren
Therapie mit dem selektiven Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen, der kompetitiv

den ER hemmt, sowie den Aromataseinhibitoren.

Wir konnten aufzeigen, dass GPER-1 Positivitat mit einer glinstigen Prognose
bezuglich der Tumorcharakteristika einhergeht. Das bedeutet, dass der Nachweis
von GPER-1 Expression vor allem bei hormonsensitivem, niedrigem histologischen
Grading und geringer Ki-67- Expression signifikant korreliert und die Erhhung mit
einem besseren Patientenoutcome, vor allem bei Patienten ohne Tamoxifen-
Therapie, einhergeht. Das weist darauf hin, dass GPER-1 einen

Tumorsuppressioncharakter darstellen konnte.

Dieses Ergebnis ist wiederum wichtig fur den zweiten Teil unsere Forschung.
Patienten mit Hormonrezeptor-positivem Mammakarzinom erhalten entweder eine
adjuvante Therapie mit Tamoxifen oder Aromataseinhibitoren, die dem Ostrogen und
seiner Wirkung entgegensteuern. Da es jedoch vermehrt zu Resistenzen gegenuber
Tamoxifen kommt, haben wir aufgezeigt, dass eine Antwort darauf der GPER-1 und
seine agonistische Wechselwirkung mit Tamoxifen sein konnte. Das
Gesamtlberleben bei GPER-1 positiven Mammakarzinom Patienten unter
Tamoxifen-Therapie war signifikant geringer als unter Aromataseinhibitoren. Durch
Untersuchungen bezuglich des Zusammenhangs zwischen GPER-1 und Tamoxifen
konnte aufgezeigt werden, dass Tamoxifen an dem GPER-1 eine stimulierende statt
hemmender Funktion austbt und so die Proliferation des Brustgewebes vorantreiben

kann.

Diese Ergebnisse zeigen auf, dass weitere prospektive Untersuchungen bezlglich
der GPER-1 Expression und der epigenetischen regulatorischen Mechanismen der

Tamoxifen-Resistenz erforscht werden sollten und des Weiteren, dass der Nachweis
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von GPER-1 neue Denkanstdle zur Behandlung des Mammakarzinoms darstellen

sollte.

Zum einen konnte die aktuell empfohlene endokrine Therapie mit Tamoxifen bei
gunstiger Tumorbiologie auf Aromataseinhibitoren umgeandert werden, um der
moglichen Resistenz gegen Tamoxifen entgegenzuwirken. Oder der Nachweis der
GPER-1 Expression im Mammakarzinomgewebe sollte als Standard fur die
histologische Diagnostik eingefuhrt werden, um daraus folgend die Therapieoptionen

zu bestimmen.
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