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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Endokrin wirksame Umweltchemikalien (Xenoestrogne)

Bei Menschen und Tieren sind endokrine Signalwegsentlich an der Entwicklung, Repro-
duktion, Wachstum und Reife, Produktion, Verbrawetd Erhalt von Energie, Elektrolyt-
Homeostase und Verhalten beteiligt. Stérungen laruption dieser balancierten Ablaufe
verursachen Veranderungen im physiologischen Sahes Organismus, vor allem wéahrend
sensibler Entwicklungsphasen.

Endokrin wirksame Chemikalien, auch ,endocrine wiing chemicals (EDCs)“ genannt
(Colborn, 1993) und im weiteren Text als Xenoestragbezeichnet, kdnnen mit der Produk-
tion, Freisetzung, dem Transport und Abbau, Bindamdrezeptoren und Wirkung von natir-
lichen Hormonen lebender Organismen interferie@egén and Bolt, 2000; Schlumpf et al.,
2004). Dabei kénnen sie sowohl wie kdrpereigenemdmre (agonistisch), als auch die Hor-
monwirkung herabsetzend (antagonistisch) wirkeneRfielzahl von Xenoestrogenen exis-
tiert in unserer Umwelt, von denen innerhalb derrgéhr als 100.000 registriert sind. Orga-
nismen sind somit einer ganzen Reihe von Chemikaiegesetzt, welche eventuell auf vie-
len verschiedenen Wegen miteinander agieren (Ard&€l€7; Soto et al., 1994).

Bei Xenoestrogenen handelt es sich um Verbinduegeer sehr heterogenen Stoffklasse von
sowohl anthropogener als auch naturlicher Herk(&ifb. 1.1.1). Bekannt wurden vor allem
Chemikalien, die ahnlich dem 173-Estradiol wirkerd wleshalb auch als Xenoestrogene be-
zeichnet wurden. Zu den Xenoestrogenen gehorerfkiBisgen wie: Industriechemikalien
(z.B. ,Dioxine“, Non-Dioxin-ahnliche PCBs und Platt), Pestizide (z.B. Lindan, B-
Hexachlorcyclohexan [3-HCH] und 1,1,1-Trichlor-2&{4-chlophenyl)-ethan [DDT]), deren
Metabolite (wie 1,1-Bis-(4-chlorophenyl)-2,2-dichéthylen [p,p’DDE]), Arzneimittel (z.B.
synth. Estrogene in Kontrazeptiva), verschiedeneséaae in Kosmetika (z.B. UV-
Schutzfilter), Metalloestrogene sowie Mykoestrogéfearalenon) und Phytoestrogene (wie
Coumestane (Coumestrol) und Isoflavone (GenisteiDjpxine“ stellen hierbei einen Sam-
melbegriff fur polychlorierte Dibenzo-p-dioxine (BPD), Dibenzofurane (F) und Dioxin-
ahnliche polychlorierte Biphenyle (PCBs) dar. Di&effe sind ubiquitar verbreitet und in
der Lage weit reichende Effekte hervorzurufen (Goih 1993; McLachlan, 2001b; Nau,
2006; Propper, 2005), auf welche spater genaugegangen wird.

Bei den meisten Xenoestrogenen herrscht Unklarhigier entsprechende Dosis-
Wirksamkeiten. So kénnen hohe Dosen manche Effekg&he bei geringen Xenoestrogen-
Konzentrationen auftreten, ausschalten und umgeké&acobs, 2001). Kritisch ist auch das

Auftreten bzw. Fehlen von ,low dose effects” trétawendung gleicher Chemikalien und
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Modellsysteme zu beurteilen (NIH, 2001). Dementsipead reicht das abzuschatzende Ge-
sundheitsrisiko, welches von einer XenoestrogeneBitjon ausgeht, von ,katastrophal” tber
»hicht erwiesen” bis hin zu ,unbedeutend”.

a -
e a@ L @
e = = é @
c%ﬂ (7? Unbekannte
; Xeno- Myco-
Arzneimittel Kosmetika estrogene estrogene estrogene
ﬂ % Tabakrauch
= Zg ﬁ Jg-;_lji (z.B. Co, Ni,
'w: BN P Cd, Hg, A
.ﬁ €ch | | £ 289
Industrie- Metallo-
Chemikalien Pestizide estrogene

Abb. 1.1.1: Art und Vorkommen von XenoestrogenenVielfaltiges Vorkommen von Xenoestroge-
nen in unserer Umwelt, wobei der anthropogene Ad&i natirlichen Uberwiegt. Viele dieser Stoffe
sind auch in Arzneimitteln, Kosmetika und Tabakrawcler auch als Phytoestrogene zusammenge-
fasst in Pflanzen und einigen Pilzarten enthalten Arsen, Co: Kobalt, Cd: Kadmium, DDT: Dichlo-
rodiphenyltrichloroethan, Hg: Quecksilber, Ni: N&tkPCB: Polychlorierte Biphenyle.

Durch die Lipophilitat vieler Xenoestrogene werdbese innerhalb der Nahrungskette ange-
reichert und meist lebenslang in adipdsen Gewetelkdrper vieler Organismen gespeichert
(Needham et al., 2005). Durch diesen lipophilenr&ktar und der damit verbundenen biolo-
gischen Bestandigkeit vieler Xenoestrogene, besisze zusammen mit einer aktiven Aus-
breitungsdynamik durch z.B. Wind und Meeresstronemngine hohe Persistenz im Stoff-
kreislauf von Umwelt und Organismen (Abb. 1.1.2)iBnann, 1991). Dabei finden sich z.B.
PCBs in niederchlorierter Form vorwiegend in demipéphase. Mit zunehmender Chlorie-
rung kommt es vermehrt zur Partikelbindung, wodusiEh Uber die Luft verbreitet werden
konnen. Durch nasse oder auch trockene Deposititengen sie schlie3lich in Gewasser,
Pflanzen und Boden. Da Oberflachengewasser denegr@teil der Erde bilden, sind aqua-
tische (marine und limnische) Okosysteme und ditndabenden Organismen durch Xeno-
estrogene besonders betroffen (Bucheli and Fe®5;18oksayr, 1995; Payne and Penrose,
1975). Vor allem aber bei in der Nahrungskette wb#&n stehenden Raubern wie Zahnwalen,
Robben und Eisbaren, zeigen Untersuchungen holtekliBimulationen von Xenoestrogenen
in den meist dick ausgebildeten Fettschichten.inera bereits 1997 verdffentlichten Report

wird von einem polwartsgerichteten Transport digsensistenten Stoffe durch atmosphéri-
2
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sche Prozesse sowie von deren Effekten berichtstA@® 1997; Macdonal et al., 2000).
Dadurch kommt es zusétzlich zur bereits besteheBa#dmstungssituation der Organismen,

verstarkt zur Akkumulation dieser Stoffe in densblen Polarregionen.

l \\h é!ma sph érische 5 —l ‘

= Deposition——

Gewdsseroberflachen =T

Meerwasser
0.00000201

Sediment
0.005-036]  _fions Plankton
" tierisches Plankton

\ % ao Wirbellose /

10
\’ 5-11 ——-—"

Abb. 1.1.2: Kreislauf von Xenoestrogenen und dereBioakkumulation. Weltweite Verbreitung
der ubiquitar vorkommenden Xenoestrogene, hierbeeiten sich Xenoestrogene hauptsachlich tber
atmosphéarische Deposition, gelangen in den Bodiéem#2n, das Meerwasser und dessen Bewohner.
Der Mensch nimmt Xenoestrogene vor allem tber betkas ebensmittel (z.B. Fisch) auf, wodurch sie
im Korper v. a. im Fettgewebe , Leber, Blut und Gabarmutterschleimhaut angereichert werden
kénnen; Angegebene Zahlen sind Beispiele fir diedbeng von Organismen mit gesamtPCBs (Ge-
halt in mg/l bzw. mg/kg Fett); modifizierte Dardtglg nach Béhimann et al., 1991.

Der Mensch kommt hauptsachlich Uber die Nahrungskett diesen Verbindungen in Kon-

takt. Vor allem Kinder sind nicht nur intrauterirdisrend sensibelster Entwicklungsphasen
durch die mitterliche Korperbelastung sondern ansth der Geburt Gber die Muttermilch

Xenoestrogenen gegeniber exponiert. Nach oralenafume werden Xenoestrogene in Ab-
hangigkeit von der Chloratomanzahl vom Organismuslangsam metabolisiert. Xenoestro-
gene und deren Metaboliten gelangen vor allem énL@iber, wo sie in Hepatocyten durch
Detoxifikationsschritte des Fremdstoffmetabolismusrst oxidiert (Phase 1), dann konjugiert
(Phase 1) und schlief3lich ausgeschieden werdenéiAbb. 1.1.3). Wahrend dieser Deto-
xifikationsschritte (z.B. Glukuronidierung) wird eliLipophilie dieser Substanzen meist so
weit herabgesetzt, dass sie wasserloslich werdehewgroRere Molekile tber die Gallen-

Darm-Passage bzw. kleinere via Niere ausgeschiaamicht rickresorbiert werden.
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COOH

HO
Phasel Phasell g
OH
O)udatlon KDI‘IJLIgatID!‘I
CYP450-Enzyme verschiedene Enzyme OH

Benzol Phenol Phenyl--D-glucuronid
Abb. 1.1.3: Prinzip der Biotransformation bei Benzd.

In zahlreichen humanen Geweben und Kdrperflissighevie Leber, Blut und - wie Unter-

suchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen konntech euder Gebarmutterschleimhaut (En-
dometrium), zeigen sich Anreicherungen von versidgnen Xenoestrogenen (Seliger et al.,
1995). Gegenwartige Belastungsrisiken fur den Meescstellen vor allem die Aufnahme
solcher Stoffe Uber die Nahrung, Atmung und Haut Ba die Zufuhr von Xenoestrogenen
grofRer ist als deren Abbau und Ausscheidung duechkarper realisiert werden kann, steigt

die Belastung des Korpers mit zunehmendem Lebemsalt

1.1.1 Polychlorierte Biphenyle (PCB)

PCB gehéren zu den halogenierten aromati-

schen Kohlenwasserstoffen mit der allge

meinen Summenformel @H10..CL.. Sie

reprasentieren eine Stoffklasse mit insgesarfit .
P g koplanar nicht-koplanar

209 Einzelverbindungen (Kongenere), welt o

. . Cl
che alle eine gemeinsame Grundstruktur, den Cla . i —.
O—r— 0 N
mehr oder weniger chlorierten Biphenylring ci Cl

|
» B

(Abb. 1.1.1 A) besitzen. Die einzelnen Kon-
genere unterscheiden sich in der Anzahl
bzw. Position der Chloratome und der raunt-

lichen Stellung der beiden Phenylringe zuel-

nander. Gemeinsam fiihren diese Untef

%PLB Modell nach I&oopmann -Eszeboom (1990)
Biraumliche Stellung der Phenvlringe. welche
schaften (biologische Aktivitat) der Konge-zusanimen mit Anzahl und Position der Chloratome
die jeweilige biologische Aktivitit bedingen.
nere. Durch Einfuhrung einer fortlaufendenc:2 2 4.4°5.5:-Haxachlor-Biphenyl (PCB 153).

chemischen bzw. toxikologischen Eigen-

Nummerierung der Einzelnen Kongenere nach Anzatl Rwsition der Chloratome, konnte
die bestehende Nomenklatur der PCBs stark verdinfaerden (IUPAC-Nomenklatur; (Ball-
schmiter and Zell, 1980). Insgesamt kénnen am Biplgerust bis zu 10 Chloratome angela-

gert sein, wodurch der Chlorgehalt von 18-75% easin kann.
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Tierexperimentelle Untersuchungen mit einzelnendémeren haben gezeigt, das eine Unter-
teilung der Kongenere nach der Haufigkeit des Aténs einer ortho-Substitution toxikolo-
gisch sinnvoll ist. So bezeichnet man nicht-orthbstituierte PCBs durch ihre Fahigkeit an
den Arylhydrokarbonrezeptor (AhR) zu binden auclk gDioxin-artige® PCBs. Diese
koplanaren PCB (77, 126 und 169) verhalten sicletdé@hnliche Konformitat wie das be-
kannte 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDBur Risikobewertung dieser Kongene-
ren mit dioxinartiger (DL-) Wirkung und deren Gewgte, d.h. Kongenere mit einer Affinitat
zum Arylhydrokarbonrezeptor (AhR), hat sich das Tk@hzept bewéhrt (Kannan, 1988).
Ein vergleichbares System zur Einstufung von ni2iatxin-artigen (NDL-) PCBs ist nicht
vorhanden. Dies beruht vor allem auf der zum Teil umzureichend geklarten Datenlage der
molekularen Spezies- und Zell-spezifischen Wirknagtémen dieser Verbindungen.

Beide Klassen beinhalten tumorpromovierende PCBgéarre. Aufgrund der hohen Konge-
nerenzahl werden PCBs zur toxikologischen Risikaréumg auch in funktionelle Gruppen
(I-111) eingeteilt: Gruppe | [estrogene PCBs: 44, 42, 101, 174, 177, 187, 201]; Gruppe I
[antiestrogene, immunotoxisch, CYP1A-induzierenidxuhartige (DL-) PCBs: 126]; Gruppe
Il [sehr persistent, CYP1A1 und CYP2B induzieremdm Phenobarbital-Typ, nicht-
dioxinartig (NDL-) PCBs: 99, 153, 180, 183, 1963P0Nolff, 1997).

PCB kommen in unserer Umwelt natlrlicher Weise tniabr, sondern wurden durch den
Menschen in die Umwelt eingebracht. Seit ihrer $rsthese 1881 und dem Beginn der in-
dustriellen Herstellung von PCBs ab 1929, wurdetwait eine Gesamtmenge von ca. 1,5
Mio. Tonnen dieser Verbindungen produziert (lvaaod Sandell, 1992; Rantanen, 1992).
Aufgrund ihrer besonderen thermischen Stabilithenasischen Bestandigkeit gegeniiber Sau-
ren und Alkalien, guten dielektrischen Eigenschatiad einer vergleichsweise einfachen und
preiswerten Herstellung, fanden sie ein breites émiungsspektrum. So wurden sie z.B. als
Isolierflissigkeiten in Transformatoren und Kondsnsen; Impréagniermittel; Weichmacher
in Kunststoffen; Flammschutzmittel in Wandfarbeacken und Klebstoffen oder als Indust-
riefette und —6le verwendet. Nachdem die Umweluate von PCBs erkannt wurde, kam es
1977 (USA) und 1983 (Deutschland) zum vélligen Ridbnsstopp. Seit 1989 sind die Her-
stellung, der Im- und Export sowie die generellawéndung von PCBs in offenen sowie
geschlossenen Systemen verboten. Schliel3lich sbitemum 31.12.2010 alle PCB-haltigen
Geréte entsorgt werden sein.

Viele Untersuchungen zur toxischen Wirkung von P@Btden Menschen beruhen auf Un-
glucksbefunden. Bei Massenvergiftungen durch derzéhe von PCB-belastetem Reisdl in

Japan (1968) und Taiwan (1979) zeigten viele Mesisdlergiftungssymtome wie Chlorak-
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ne, Hyperpigmentierung und Odeme im Gesicht sowiglilykeit, Sehstérungen und Taub-
heitsgefihle in den Extremitaten (Kuratsune, 198dfe, 1992). AulRerdem zeigten Nach-
kommen PCB-exponierter Mitter ebenfalls Hyperpigtieeang (Cola-Babies), ein verringer-
tes Geburtsgewicht, dentale und ossale Stérungewidklungsstérungen mit u.a. signifikant
gestortem Lernverhalten und viele andere Defeldeodson, 1997; Rylander and Hagmar,
1995; Rylander, 1995b). Bei ménnlichen Betroffefeerd sich eine erhdhte Mortalitat durch
Leber-, Magen- und Lungenkarzinome. Ursache furltiglicke waren Defekte von PCB-
gefillten Warmetauschern bei der Herstellung vors®&eDie betroffenen Personen nahmen
dabei tGber Monate hinweg PCB-Dosen in Hohe vorv08-1800 mg/Tag auf. Auch andere
Studien PCB-exponierter Arbeiter konnten &hnliclegdiftungssymptome und eine Zunahme
der Sterblichkeit an Leberkarzinomen beobachteowfr 1987). Aber auch im Zusammen-
hang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Psokirmissen PCBs genannt werden
(Corrigan et al., 1998; Schulte et al., 1982).

1.1.2 Insektizide, deren Isomere und Meta- Lin(glan (v-HCH) g-HCH
boliten (B-HCH und p,p'DDE) A a g
Lindan, dass gamma-Isomer des Hexachlorcyg- o s (&
cl A

lohexans {-HCH), wurde in der Land- und
Forstwirtschaft als Fral3-, Kontakt- oder Atem
gift hauptsachlich gegen Kéaferbefall verwen

Y
det. Seit 1977 ist die Anwendung technisc1/O/\O\
|

hergestellten HCH in Deutschland verbote

und fur Lindan besteht seit 1980 ein beschréank-
tes Anwendungsverbot. In der DDR dauerte de¢r
Eintrag von HCH in die Umwelt noch bis Mitte
der 1980er Jahre an. Nach der EU-Verordnunyg

KI)b.l.l.Z.l: Struktur von Insektiziden, deren
850/2004 durfte Lindan nur noch bis End@someren und Metaboliten. A: Struktur von Lindan
. .. . (y-HCH) und seinem Isomer B-HCH; B: Strukturdar-
2007 in Europa als Insektizid eingesetzt Wer§tellung von Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT)
und seinem am hiufigsten in der Umwelt verbrei-
teten Metaboliten p.p Dichlordiphenyldichlorethylen
gen Hautparasiten, vornehmlich in Cremegp.p-DDE). C: mdgliche raumliche Anordnungen
von p.p-DDE in der Ligandenbindungstasche von

Lotionen oder Shampoos bei der BehandlunBre.(aus D Utsi et al.. 2003).

den. Lindan ist heute noch in der Medizin ge

von Kratzmilben sowie von Fléhen oder Lausen imsktn. In der Natur ist Lindan moderat
bis nicht-toxisch fiir Vogel, jedoch hoch bis akexisch fur viele Insekten sowie fur Fische

und andere aquatische Spezies. Der genaue Wirkmieohas von Lindan ist noch immer
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nicht genau bekannt. Technisch hergestelltes HGisentiert ein Isomeren-gemisch und
besteht aus-HCH (65-70%),3-HCH (20%),y-HCH (ca 15%) un@-HCH (1-2%). Von den
funf Isomeren ist nup-HCH fir die insektizide Wirkung verantwortlich (All.1.2 A). Die
einzelen Isomere sind unterschiedlich akut und kol toxisch.;-HCH besitzt durch die
symmetrische Struktur einen unpolaren und somit edphilen Charakter, wodurch sigh
HCH in der Nahrungskette anreichert und vor allemFettgewebe von Mensch und Tier
nachgewiesen werden kann.

Ein weiteres sehr haufig angewendetes InsektizidDishlordiphenyltrichlorethan (DDT),
welches seit den 1940er Jahren ebenfalls als Kbntakl Fra3gift eingesetzt wurde. Wegen
seiner guten Wirksamkeit gegen Insekten, seinemggm Toxizitat fur S&ugetiere und der
einfachen Herstellung wurde es zur Schadlings- Madariabekampfung jahrzehntelang
weltweit am haufigsten verwendet. Es finden siatleviBeispiele, in welchen sich die hor-
moné&hnlichen Wirkungen von DDT und seinen Metabolitderspiegeln. DDT ist in der La-
ge die Eischalendicke bei Vogeln zu reduzierensDigrte bis Ende der 1970er Jahre u.a.
zum Aussterben des Wanderfalken in weiten Teilerofgas und der USA. Weltweit ist die
Herstellung und Verwendung von DDT seit Inkrafeéretder Stockholmer Konvention im
Jahr 2004 nur noch zur Bekdmpfung von krankheitgidgeenden Insekten zuléssig.

Wegen seiner chemischen Stabilitéat und guten Béttikeit reichern sich DDT und seine
Metaboliten in der Nahrungskette an und akkumulre@eweben von Tieren und Menschen.
Bei Sauglingen unterscheiden sich die Gesamt-DDha@e nicht von denen der Erwachse-
nen. Kinder kdnnen DDT-Isomere bereits via Plazentd Muttermilch aufnehmen. Man
schatzt, dass der Abbau und die Elimination von deder Umwelt befindlichen DDT meh-
rere Jahrzehnte benotigt (Calabrese, 1982). DaPpPR ist der in der Umwelt persistenteste
DDT-Metabolit (Abb.1.1.2.1 B und C). In Untersuclgem unserer Arbeitsgruppe konnten fir
p,p'DDE, im Vergleich zu anderen nachgewiesenenoistnogenen wie PCB153 odgr
HCH, die hochsten Werte gemessen werden [FettgeweBadometrium > Muskulatur >
Blutserum] (Seliger et al., 1995).

1.1.3 Xenoestrogene in der Geburtshilfe und Reproditionsmedizin

Die anthropogene Umwelt liefert eine Vielzahl vanf&n die entweder selbst Hormoneigen-

schaften besitzen oder mit kdrpereigenen Hormooenesderen Rezeptoren wechselwirken.

Bereits seit den 1960er Jahren gibt es viele Hisevauf Zusammenh&nge zwischen endokrin
wirksamen Umweltchemikalien und dem gehéauften Awéin von Reproduktionsstérungen

(Bhatt, 2000; McLachlan, 2001b). So sind PCBs mRler Lage, die Oocyten-Maturation bei
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Saugetieren zu stéren (Gandolfi et al., 2002) ubd dnd seine Metabolite konnen die Gen-
expression von humanen uterinen Zelllinien veramd€rigo, 2002). Einen Zusammenhang
zwischen dem Dioxin 2,3,7,8-Tetrachlrodibenzo-p»ino(TCDD) und der Entstehung von
Endometriose konnte Rier et al. bereits 1993nmivo-Tiermodell bei chronisch dioxinbe-
lasteten Rhesusaffen dosisabhéngig zeigen.

Der Zusammenhang zwischen Xenoestrogen und demeferitverschiedener Karzinome ist
in der Literatur sehr widerspriichlich bewertet. Dliegt vor allem an den verschiedenen Me-
chanismen der Karzinogenese, unterschiedlichennBadgen innerhalb betroffener Gewebe
aber auch an der pleiotrophen Natur von XenoestergeEs gibt aber Hinweise, dass z.B.
PCBs die Aktivtat des Tumorsuppressorgens BRCAIMEF7 und MDA-MB-231 downre-
gulieren (Rattenborg et al., 2002) und Lebertunronitoren bei Mausen darstellen kdnnen
(Strathmann et al., 2006).

1.2 Struktur und Funktion von Estrogenrezeptora und  (ERap)

Im Allgemeinen werden estrogene Effekte Uber zwizgische Steroidhormonrezeptoren
vermittelt: den Liganden-induzierten Transkriptifatidoren (TF) Estrogenrezeptor alpha und
beta (ER). Beide Rezeptoren sind in zwei separaten Gen8R1EIind ESR2, codiert und
auf den Chromosomen 6 und 14 lokalisiert (Enmai.etL997; Menasce et al., 1993).

Der schematische Aufbau der zur NR-Superfamiliedggen ER und das Mald an Sequenz-
homologie zwischen den beiden Rezeptoren wird ih.Ab2.1 dargestellt. Beide Rezeptoren
sind aus sechs funktionellen Gruppen aufgebaut)(Ake N-terminale Domane A/B zeigt
zwischen beiden Rezeptoren grol3e Unterschiede eintiditet die Transaktivierungsfunktion
1 (AF-1). Die Aktivitat der AF-1 kann sowohl Ligaed-abhangig als auch -unabhangig sein.
Sie ist konstitutiv aktiv (Berry, 1990) und aul3etstltyp-spezifisch (Katzenellenbogen and A
2000).

NH,- A/B [ | ) | E [T F |-cOOH
Homologie | 24% | 97% [ 30% | 56% | |
AF-1
DBD
Dimerisierung ~ Variabel
LBD
Dimerisierung
AF-2
HSP90-Bindung
NLS

Abb. 1.2.1: Schematische Darstellung funktioneller Doméanen vomuclearen Rezeptoren (NR)
am Beispiel des Estrogenrezeptors (ER) sowie Sequéomolgien von ERr und p. Die in 6 Do-
manen (A-F) eingeteilten NR, mit A/B: Transaktiviagsfunktion 1 (AF-1); C:. DNA-
Bindungsdoméane (DBD); D: variable hinge-RegionDE&méane beinhaltet: Ligandenbindungsdoméne
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(LBD), Transaktivierungsfunktion 2 (AF-2), HSP9Geat shock protein 90-Bindungsstelle und NLS:
nukleares Lokalisationssignal; F: C-terminale Dom#&hne bekannte Funktion; Prozentangaben der
Sequenzibereinstimmungen zwischeruERd .

Der von selektiven Estrogenrezeptor-ModulatorenRBE) ausgehende und in Brust und
Uterus auftretende, partiell antagonistisch/agmuke Effekt von Tamoxifen und Raloxifen,
wurde der Bindung an die AF-1 zugeordnet. Die Astelht unter Kontrolle von Signalkaska-
den (z.B. MAPK), welche die AF-1 zur Aktivierung ggphorylieren (z.B. Ser 118 durch
ERK1/2), wodurch auf Rezeptorebene ein Signalagstan.B. zwischen Wachstumshormon-
und Steroidhormon-Signalweg moglich ist, auch ,srtak* genannt (Kato et al., 1995). Die
in der C-Region liegende DNA-Bindungsdomane (DB&)hei beiden ER hoch konserviert.
Sie beinhaltet acht Cysteine, welche zwei Zinkfingesbilden kdnnen. Drei spezifische
Aminosauren (AS) in der proximalen Box (P-Box) @esten Zinkfingers sind fur die DNA-
Bindung zustandig. Die Bindung des Zinkfingers lgtfdiber das Erkennen einer spezifischen
DNA-Sequenz, des ,estrogen response elements” (HREExs befinden sich in Promotorbe-
reichen E2-regulierter Gene und stellen beim Meesaheist nicht-palindromische Sequen-
zen (ERE half-sites) dar (Anolik, 1995). Der zwediekfinger ist fur die Erkennung einer
weiteren ERE half-site und teilweise fur die Rerej@imerisierung verantwortlich. Welche
Nukleotide der EREs dabei mit hdchsten Affinitakemtaktiert werden, ist jedoch noch un-
klar. Man nimmt an, dass beide Rezeptoren die lgggid\Nukleotide innerhalb eines EREs
ansteuern und deshalb &Rndp in gleicher Weise mit dem ERE interagieren (Grudteal.,
2004; Yi, 2002). Beide ER haben jedoch unterschubkdlAffinitéaten fir verschiedene EREs,
wodurch unterschiedliche transkriptionelle Effekiervorgerufen werden (Kulakosky et al.,
2002). Je nach gebundenem Ligand und Unterschieddar ERE-Sequenz kann die Kon-
formation des ER verschieden sein. Dies fuhrt ziteBketten-Variationen in der DBD,
wodurch die Rekrutierung unterschiedlicher co-ratprischer Proteine mdglich ist (Gruber
et al., 2004; Schwabe and Teichmann, 2004). Discvein ER und§ nur wenig konservier-
te Domane D fungiert als Verbindungsstick (linkamischen der DBD und der Liganden-
bindungsdomane. In der funktionell sehr komplexeRdgion befindet sich die Hormon-
bzw. Ligandenbindungsdoméne (LBD). Neben der Ligabéhdung beinhaltet sie die Funk-
tion einer weiteren Liganden-abhangigen Transakting (AF-2), der Hetero- bzw. Homo-
dimerisierung und ist Bindungsstelle fir Co-Aktiman, —Repressoren und Hitzeschockpro-
teine (HSP). Je nach Klasse des Liganden nimmtBIi2 eine unterschiedliche Konformati-
on ein. Diese sterischen Unterschiede im Ligand-Ed$8oziierten Rezeptorprotein bedingen

agonistische und antagonistische Mechanismen. élisfielt die AF-2 eine wichtige Rolle,
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welche sich innerhalb der E-Region mit der LBD idygpt. Die AF-2 aktiviert dabei die
Transkription durch Assoziation mit groRen Proteimiplexen (Co-Aktivatoren und -
Repressoren). Diese Komplexe sind sowohl Teil desaten Transkriptionsmaschinerie als
auch Ubertrager AF-2-vermittelter, transaktivieren8ignale und fungieren somit als Binde-
glieder zwischen Rezeptor und Initiationskomplex B&nskription.

Die F-Doméne wird auch als Verlangerung der LBDe&met, ist wenig konserviert und
spielt wahrscheinlich bei der Unterscheidung zweschAgonist und Antagonist von EReine
wichtige Rolle (Montano et al., 1999).

1.3 17R3-Estradiol (E2)-vermittelte Wirkungsweise vo Estrogenrezeptoren (ER)

1.3.1Klassischer (genomischer) Wirkmechanismus von ER

Das klassische Modell der Hormon- bzw. Xenoestragdwng beinhaltet die Ligandenbin-
dung an den E®Rbzw. . Durch die Bindung des Rezeptorproteins an dewogsmken Ligan-
den E2 kommt es zu einem Konformationswechsel aibrdes Proteins. Dieser ,molecular
switch® fihrt zur Trennung des Rezeptors von Hitheskprotein-Komplexen und erlaubt
zwei Rezeptoren sich aneinanderzulagern (Dimeus@r Hierbei sind bei beiden Rezepto-
ren die Bildung von sowohl Homo- als auch Heteraai®m moglich. Es kommt zur Translo-
kation der Liganden-Rezeptor-Dimere aus dem Cysopéain den Zellkern, wo sie an spezi-
fische DNA-Sequenzen, sogenannte estrogen respelasgents (ERE: CAGGTCANnnnT-
GACCTG), in Promotorbereichen von E2-reguliertemn&e binden. Die DNA-Anheftung
erfolgt durch Ausbildung und Bindung von je zwenldingern der DNA-Bindungsdomaéane
(DBD) des ER an das ERE. Hierbei werden bestimmuklédtide innerhalb der ERE-
Sequenz in der grof3en Furche der DNA angesteuaduoh werden weitere Faktoren wie
Co-Regulatoren (Aktivatoren bzw. Repressoren) undhgonenten der basalen Transkripti-
onsmaschinerie rekrutiert, wodurch die Genexpressan Hormon-regulierten Genen ver-
schiedenartig beeinflusst werden kann. So kanndieBAktivierung bzw. die Unterdriickung
der Genexpression von Zielgenen wie PR und pS2geriqAbb. 1.3.2). Da die Aktivierung
der Transkription von Zielgenen hierbei im Vordeng steht, bezeichnet man diesen Wirk-

mechanismus von Hormonen auch als genomischen Weg.
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1.3.2Nicht-Klassische (genomische) Wirkmechanismen vonHE

Eine Reihe von Genen enthalten in ihren Promoteibleen keine klassischen EREs. Den-
noch ist es ER mdglich deren Genexpression dutelndktion Giber andere Transkriptionsfak-
toren (TF) zu beeinflussen. Bei diesen Sighalwegjed die Liganden-gebundenen ER nicht
direkt mit der DNA verbunden, sondern uber ihre Abzw. -2 an die nukledren Transkripti-
onsfaktor- (TF-) ,proteine activating protein 1 RA), ,promotor-specific cellular transcrip-
ton factor 1* (SP1) oder ,nuclear factoB* (NF-«B) indirekt mit der DNA verbunden (Abb.
1.3.2). Die Bindung von ERundf an diese nukledren TF sowie der transkriptiongffekt
sind jedoch stark Zelltyp-, Liganden- und Promabhangig. Im Fall von AP1 ist der ER ein
Teil des Co-Aktivatorkomplexes fur Jun/Fos ohneklimm AP1-response-element oder hn-
lichen Elementen der DNA zu binden (Kushner et241Q0). Im Gegensatz zu AP1 bindet der
ER-SP1-Komplex an GC-reiche Consensussequenzeroimoorbereichen von so regulier-
ten Genen (Safe, 2001). Die Liganden-gebundenekdaRen aber auch die transkriptionelle
Aktivitat unterdriicken, wie im Falle von NiB. Dieser ER-vermittelte Signalweg wurde in

der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht.
A HIHAAA T
Q;Z/QW DO,
W@Qgﬁdﬁdﬁ/j%%
sz

e S

= }ﬁﬁ&ﬂ TAS B.q
Pol Transkription
f?(:g) : i [z.B.PR,':éz;

B A 0| y Transkription (z.B. c-fos,
- = 1GF-1 bzw. e-myc, HSP2T)

/ Cytoplasma
el
Abb. 1.3.2: Klassischer und nicht-klassischer (gemaischer) Wirkmechanismus von ERif. Wir-

kungsweise Liganden-gebundener ER: A) Klassischechdnismus eines Homodimers nach Ligan-
denbindung und Translokation in den Nukleus. DieKemplex lagert sich direkt via DNA-

Bindungsdoméne (DBD) an spezielle DNA-SequenzenE{EIR Promotorbereichen von Hormon-

regulierten Genen an und aktiviert zusammen mit@ktoren (CF) die Transkription von Genen wie
Progesteronrezeptor (PR) und pS2 (=trefoil factarFE1); B) Bei nicht-klassischen (genomischen)
Signalwegen lagern sich Liganden-Rezeptor-Kompiedeekt Uber die nuklearen Transkriptionsfak-
toren (TF) AP-1 oder SP-1 an bestimmte DNA-Bereigke-1 binding site bzw. GC-reiche Promotor-
regionen) an. Dadurch erfolgen die Rekrutierung waiteren Co-Faktoren [CREB binding protein
(CBP) und glucocorticoid receptor interacting pnotéGRIP)] sowie die Stabilisierung dieses Mul-
tiproteinkomplexes. In Promotorbereichen so kofieder Gene sind keine klassischen ERE-
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Elemente vorhanden. Genprodukte des AP-1-Wegeszdict-Fos und insuline like growth factor 1
(IGF-1), des SP-1-Weges z.B. c-Myc und Hitzeschoaigin 27 (HSP27); C) In einem weiteren
Nicht-klassischen Signalweg kdnnen die LigandeneRexr-Komplexe die transkriptionelle Aktivitat
auch unterdriicken, dies erfolgt nach indirekter EERdung an den TF des N&B-Heterodimers
p50/p65 in der nuclear factarB Region (NF«B site) und der damit verbundenen Unterdriickung NF-
kB kontrollierter Gene.

1.3.3 Unspezifischer Wirkmechanismus von ER (,nongenomisignaling*)

Die Signalkaskade der MAPK kinase (MEK)/“extrackdlusignal-related kinase* (ERK) ist
ein ubiquitar exprimierter intrazellularer Signalyvevelcher durch eine Serie aufeinanderfol-
gender Phosphorylierungsschritte viele zellularakionen wie z.B. Proliferation, Differen-
zierung und Apoptose kontrolliert.

Seit einiger Zeit gibt es Hinweise auf sehr schablaufende, E2-abhangige Mechanismen,
welche durch z.B.: 1) zellmembranéare EfRazandi et al., 2004), 2) verkiirzte &Rormen

(Li et al., 2003) neuartige Membranproteine nante8R-X (Toran-Allerand et al., 2002), 4)
Steroid-bindende Proteine (SBP) in Kooperationdain Membranprotein Megalin (Catalano
et al.,, 1997; Hammes and Levin, 2007), 5) G-Protgékoppelte Rezeptoren (GPR30)
(Thomas et al., 2005), 6) noch unbekannte Prot@lethrapalli et al., 2005) und 7) mito-
chondriale ER (mER) vermittelt werden kdnnten. didse stehen der ,klassischen” (genomi-
schen) Hormonwirkung gegeniber (Song and Sant&; 2Gager and Davidson, 2006).

Es wird vermutet, dass diese sehr schnell ablaefemechanismen bei vielen regulatori-
schen Signalkaskaden von ,second messengern” wié\klivierung von Signaltransdukti-
onswegen [MAPKinase-, Tyrosinkinase-Kaskaden, Phatsgylinositol3-OH-Kinase (PI3K)-
und Protein-Kinase B (Akt)-Signalweg] und bei deh&hung der intrazellularen Kalzium-
konzentration mitwirken (Hanstein et al., 2004; ine\2003b; Simoncini et al., 2003). Wahr-
scheinlich steht diese Fille méglicher ,nicht-gemzher* E2-Signalwege jedoch in einem
starken Zelltyp-spezifischen und Promor-abhanglgentext.

Zur bereits vorhandenen Komplexitat des ER-Siggalikommt erschwerend hinzu, dass die
meisten dieser hier angesprochenen, rasch ablarfedignalwege, weiterfihrend auch eine
transkriptionelle Regulation als Ziel haben. Sostéllen die in diesem Abschnitt angespro-
chenen Mechanismen, eine neue Stufe der E2-Wirklamg Da sie auch eine Rolle beim
~-downstream signaling“ Hormon-vermittelter Prolégion spielen kdnnen, stellen diese Me-

chanismen auch potentielle neue AngriffspunkteeinAhti-Tumortherapie dar.
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1.3.4 Liganden-unabhangige Aktivierung von ER

ER konnen post-translational modifiziert werdemeEsolche Modifikation stellt die Phos-
phorylierung des Rezeptors dar, wodurch ein altermaMechanismus der Transaktivierung
mdglich wird. Dieser Hormon-unabhangige Mechanisistadit einen vollig neuen Wirkme-

chanismus neben den bisher erlauterten SignalwegenVachstumfaktor (GF)-Signalwege
fuhren zur Aktivierung von Signalkaskaden, welchiecth Phosphorylierung von ER aktiviert
werden konnen. Untersuchungen haben gezeigt, dasstii@ulierte Phosporylierung durch
die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) ERK1Ah Serin 118 der AF-1 der ER-
Rezeptorproteine stattfinden kann, wodurch dieskeptionelle Funktion von AF-1 aktiviert

wird (Bunone et al., 1996; Kato et al., 1995). BreAktivierungsweg steht im Verdacht, fur
die hormonelle Unabhé&ngigkeit mancher Tumoren verantlich zu sein (Lee and Bai, 2002;
Levin, 2003a).

1.3.5 Nebensignaleffekte (,cross talk”) zwischen ERnd anderen Signalwegen

Zur bereits aufRerst komplexen Thematik der Xenogstrwirkung kommt erschwerend hin-
zu, dass viele der in vorherigen Abschnitten beraitgesprochenen Signalwege miteinander
-kommunizieren* und in Verbindung stehen kdnnen.

Eine zentrale Rolle hierbei spielen inhibitorisahechselwirkungen zwischen ER und AhR.
Es gibt eine Reihe von AhR-vermittelten, inhibisatien Wirkungen auf den ER-Signalweg.
So kann der aktivierte AhR/ARNT-Komplex an inhibische Sequenzen (iXRE) in den
Promotorbereichen von ER-regulierten Zielgenen @éghepsin D, pS2 und c-Fos (Safe and
Wormke, 2003) binden. Dadurch wird die Bildung airteanskriptionell aktiven ER/SP-1-
Komplexes sowie die Genexpression der genanntere @Gerhindert (Wang et al., 1998).
Durch die Interaktion des AhR/ARNT-Komplexes mit AP am XRE/AP-1-DNA-
Bindemotiv, wird die Bindung eines aktivierten &£Bm benachbarten ERE sowie seine Sig-
nalwirkung verhindert (Gillesby et al., 1997). Mettvs & Gustafsson postulieren einen inhi-
bitorischen Effekt auf die ER-Aktivitat, welcher waler AhR-vermittelten Synthese eines
bisher noch unbekannten Proteins ausgehen konrath@lvs and Gustafsson, 2006). Ohtake
et al. beschreiben dariiber hinaus einen Mechanjsbmisvelchem aktivierte AhR/ARNT-
Komplexe selbst eine Co-regulatorédhnliche Funki@orf die ER-vermittelte Transkription
ausuben (Ohtake et al., 2003a). Hierbei fuihrt diekte Bindung des AhR/ARNT-Komplexes
an ERu bzw. B via AF-1-Doméne zur Rekrutierung Liganden-freieR Euind p300-
Coaktivatoren an Promotorbereiche E2-kontrollieemne, wodurch auch der normale Lig-

anden-gebundene ER-Signalweg geschwacht wird.
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Interaktionen zwischen dem ER- und AhR-Signalwegden bereits vielseitig beschrieben
und so ist bekannt, dass ER und AhR direkt mitelearinteragieren (Abdelrahim et al.,
2006; Beischlag and Perdew, 2005; Brunnberg et2803; Fujii-Kuriyama and Kawajiri,
2010; Klinge et al., 1999; Matthews and Gustafs2®@6; Ohtake et al., 2008; Ohtake et al.,
2003b; Wormke et al., 2000a; Wormke et al., 2008kinigen Studien wird von einer &R
vermittelten Modulation AhR-abhéngiger Reaktionegsgochen, in welchem EReinen
steigernden (Matthews and Gustafsson, 2006; Thoraseh, 1994), herabsetzenden (Bei-
schlag and Perdew, 2005; Kharat and Saatciogl§)l®@®er gar keinen Einflufl3 (Hoivik et al.,
1997) auf den AhR-Signalweg zeigt.

Ein weiterer inhibitorischer Mechanismus ist die RAllermittelte Aktivierung des Protea-
soms, welcher zum Abbau von sowohl AhR- als auchPEReinenfihrt (Wormke et al.,
2003). Aber auch Veranderungen im E2-MetabolismigsanB. bei erhdhter Expression von
CYP19, CYP1A1 oder CYP1A2, welche zu einem erhélatedativen E2-Metabolismus und
sinkenden E2-Blutspiegeln fihren, kénnen bei saichdhibitorischen Mechanismen eine
Rolle spielen.

Auch das Konkurrieren um Co-Faktoren kann ebenfallghibitorischen Mechanismen fiih-
ren, wobei Gewebe-spezifische Unterschiede in ClivAtorkonzentrationen die Rezeptorak-
tivitat regulieren. So kann dieser Wettbewerb awectgekehrt zu einer ER-vermittelten inhi-
bitorischen Wirkung auf den AhR filhren, in dessefgé es zu einer Reduktion der AhR-
induzierten Transkription von CYP1A1 kommt (Rictiad, 1999).

1.4 Wirkungsweise von Xenoestrogenen

Die anthropogene Umwelt liefert eine Vielzahl vanf&n die entweder selbst Hormoneigen-
schaften besitzen oder mit kdrpereigenen Hormooetesderen Rezeptoren wechselwirken.

Viele Xenoestrogene stehen im Verdacht wie E2 d@icldung und Aktivierung des Estro-

genrezeptors ebenfalls estrogene Effekte auszulfBemefeld-Jorgensen et al., 2001; Ko-
rach, 1997; Korach, 1988; McLachlan, 2001a). Deiqtfophe Natur von Xenoestrogen lasst
diese aber auch mit anderen Faktoren wechselwirtkeneine wachsende Zahl von Beispie-
len- estrogene Effekte betreffend - kénnen nicht mit dem herkdmmlichen, klassischen
Modell der Hormonwirkung erklart werden. Die in deteratur beschriebenen Modelle sind
jedoch sehr vielfaltig und teilweise widerspruchli&€s gibt bisher nur wenige Untersuchun-
gen, die zeigen, dass Xenoestrogene auch Uberaifsgge Wirkmechanismen agieren kon-
nen. Erste Hinweise dafur lieferten Maggiolini &t aie konnten die Stimulation der c-fos

Expression durch Phytoestrogene (Genistein und d@tiey nachweisen (Maggiolini et al.,

14



Einleitung

2004). Neuere Befunde von Thomas & Dong, belegerBitidung verschiedener Xenoestro-
gene an einen zellmembranaren, GPR30 genannterptBeresit hohen Bindungsaffinitaten
(Thomas and Dong, 2006). Aber auch andere nukRéeeptoren, zu denen auch viele ,or-
phan receptors” gehdren, spielen bei Xenoestrogemittelten Signalwegen eine Rolle, sie
waren jedoch nicht Bestandteil dieser Arbeit.

Neben dem ER ist auch der ArylhydrokarbonrezepAR) durch bestimmte Interaktionen
mit Xenoestrogenen, vor allem 2,3,7,8-Tretrachldredzo-p-dioxin (TCDD, Dioxin) und
DL-PCBs in der Lage, die Genexpression verschiad&eme zu beeinflussen. Dabei bindet
TCDD im Cytosol an den AhR, welcher ebenfalls wie &teroidhormonrezeptoren einen
Lignaden-aktivierten TF darstellt, aber zur basielixiLoop-Helix/Per, ARNT/AhR, SIM
Homologie — (bHLH/PAS-) Proteinfamilie gehért (Dson et al., 2002). Der TCDD-Bindung
am AhR folgen die Schritte der nuklearen Transliskdilon und Heterodimerisierung mit dem
AhR nuclear translocator (ARNT) sowie die Bindundesgs Liganden-aktivierten
AhR/ARNT-Komplexes an spezielle Nukleotide von DN¥kennungssequenzen (Swanson,
2002). Diese Sequenzen, die sogenannten xenobamt&r- dioxin response elements (XRE
oder DRE) sowie generell der zuvor beschriebene-AkfRierungsmechanismus, sind der
Wirkungsweise von Steroidhormonrezeptoren sehriéthnl

Die verschieneden potentiell ER-vermittelten Wirlam@nismen von Xenoestrogenen wurden

in Abbildung 1.4.1 versucht im Uberblick zusammefazaen.
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Abb. 1.4.1: Potentiell ER-vermittelte Wirkmechanisnen von Xenoestrogenen und E2/erschie-
dene Signalwege von E2 und Xenoestrogen in Verlpigduit Estrogenrezeptoren (ER) bzw. ER-
ahnlichen Strukturen. Dabei sind E2 bzw. Xenoestnegin der Lage an den ER zu binden, was zur
Dimerisierung und Translokation der beladenen Rezpmteine in den Zellkern flhrt. Schliel3lich
kommt es zur Anheftung der beladenen ER an spelzdi®NA-Bereiche [EREs bzw. AP-1 binding
sites oder GC-reiche Sequenzen] in PromotorregionenZielgenen. Dabei kdnnen ER sowohl tber
EREs selbst (1. klassischer Weg) als auch tUbenuiéearen Transkriptionsfaktoren AP-1, SP-1 (2.
nicht-klassischer Weg) an die DNA binden. Es gdaloch noch weitere E2- bzw. Xenoestrogen-
vermittelte Signalwege. Der Liganden-unabhangigehdaismus (3.) stellt hierbei einen véllig neuen
Mechanismus dar. Er ist unabhéngig von einer direkiigandenbindung und findet aufgrund eines
Wachstumsfaktorsignals statt, welches letztlichpust-translationalen Phosphorylierung des ER und
zur Aktivierung der Liganden-unabhangigen Transédtungsfunktion 1 des Rezeptors fuhrt. Auf3er-
dem gibt es eine Reihe alternativer Wege (4.)weatthen es durch zellmembranarensHRazandi et

al., 2003) oder G-Protein gekoppelten RezeptordPRE®) zu zeitlich schnell ablaufenden Reaktio-
nen innerhalb der Zelle kommen kann (fiir ReviewhaiéYager and Davidson, 2006). Aber ein
.cross-talk* (5.) zwischen ER und anderen Signlwegee z.B. mit dem AhR/ARNT ist mdglich
(Matthews and Gustafsson, 2006; Ohtake et al., R@B8 wird vermutet, dass diese raschen Mecha-
nismen bei vielen regulatorischen Signalkaskaden,second messengern“ wie die Aktivierung von
Signaltransduktionswegen [MAPKinase-, Tyrosinkingsskaden, Phosphatidylinositol3-OH-Kinase
(PI3K)- und Protein-Kinase B (Akt)-Signalweg] undilber Erhéhung der intrazelluldaren Kalzium-
konzentration mitwirken. AP-1: activating protein@BP: CREB binding protein; CF: Co-Faktoren;
E2: Estrogen; ER: Estrogenrezeptor; ERE: erstrogspose elemet; GF: growht factor; GFR: growth
factor receptor; GPR30: G-Protein gekoppelter Rezed0; GRIP: glucocorticoid receptor interacting
protein; MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase; SRromotor-specific cellular transcription factorl
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1.5 Das humane Endometrium und die Entstehung vonriElometriose

Neben der Brust ist vor allem der Uterus einesvdehtigsten Zielgewebe fur estrogene Ef-
fekte. Die den Uterus auskleidende Gebarmuttersochbut (Endometrium) stellt ein dyna-
misches System dar, welches in Vorbereitung awd Eimbryoimplantation fortwahrend zyk-
lischen Verédnderungen unterliegt. Sie besteht aitkedialem und stromalen Anteilen, wel-
che unter der starken Kontrolle von Steroidhormaosiehen. Wéhrend eines Zyklus ist 1713-
Estradiol (E2) das prddominante Hormon der praiigen Phase, wohingegen Progesteron
die sekretorische Phase beherrscht.

Bereits seit den 1960er Jahren gibt es viele Hisevauf Zusammenhéange zwischen endokrin
wirksamen Umweltchemikalien und dem gehéauften Awéin von Reproduktionsstérungen
(Bhatt, 2000; McLachlan, 2001b; Sharara, 1999)iiBat z.B. 3-HCH bei weiblichen Ratten
zu fokalen Hyperplasien bzw. metaplastischen Vezéumtgen des Endometriums (Van Vel-
sen et al., 1986).

Auch p,p’-DDE und PCBs ist bekannt fiir seine hoAkkumulation in verschiedenen Kor-
pergeweben und —flissigkeiten bei Frauen, wie mBder Muttermilch (Dewalilly et al.,
1996) oder in Follikularflissigkeit, was im Verdasheht, den reproduktiven Erfolg von IVF-
Behandlungen zu erringern (Baukloh et al., 19851n¢pai et al., 2005).

Eine Erkrankung, die an vielen Fallen idiopathiscBterilitat beteiligt ist und erst in jingerer
Zeit in Zusammenhang mit Umweltschadstoffen gelirachde, ist die Endometriose (Birn-
baum and Cummings, 2001; Rier and Foster, 2002; ®ial., 1993). Endometriose ist zu-
sammen mit Myomen die haufigste benigne prolifeeakrkrankung der Frau im reprodukti-
vem Alter. Verbreitete Symptome betroffener Franeih Endometriose sind Zwischenblu-
tungen bzw. starke Menstruationsblutungen mit schnadten Krampfen (Dysmenorrhoe)
sowie haufig schmerzhafter sexueller Interkurs (@ysunie). Die Therapie erfolgt mit
GnRH-Analoga oder Gestagenen und endet oft mitr dityster- und/oder Oophorektomie.
Endometriose betrifft ca. 5-10% aller Frauen unichiein in den USA fur mehr als 100.000
Hysterektomien pro Jahr verantwortlich (Eskena287; Giudice and Kao, 2004).

Das Entstehen und Wachstum von Endometrioseimpéantevird anfanglich wesentlich
durch Steroide beeinflusst. Nach ManifestierungselieErkrankung ist der weitere Verlauf
jedoch meist Hormon-unabhéngig. Die Pathogenes&ddometriose wird aber auch durch
genetische, umweltbedingte und immunologische Faktbeeinflusst. Zur Entstehung extra-
uteriner Endometrioseimplantate gibt es verschiedéreorien. Der genaue Mechanismus ist
jedoch noch immer nicht genau geklart. Einer Theetiwigend handelt es sich um ontogeneti-

sche Irrlauferzellen, welche sich im Laufe desgid@nzungsfahigen Alters zu manifesten
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Endometrioseherden entwickeln. Es gibt jedoch statloweise, dass der bereits 1927 von
Sampson postulierte und ebenso bei gesunden Ratiemtvorkommende Mechanismus der
retrograden Menstruation und die Implantations- tmésionsféhigkeit von ektopen, dislo-
zierten Endometriumzellen verbunden mit erhdhtérirterinem Druck, entscheidend fur die
Entstehung von Endometriose ist (Leyendecker, 2004)

Die Implantation endometrialer Bestandteile im @@eualraum des kleinen Beckens und die
Etablierung der Endometriose ist das Ergebnis nocalaistiger Storungungen des Endome-
triosegewebes selbst sowie des umgebenden pelgongdleus. Wesentliche Charakteristi-
ka der Endometriose sind ihr Selbsterhalt und Ausbreitung mit ausgepragter Symptoma-
tik. Dieser sich selbst verstarkende Krankheitsudrivird vor allem durch eine erhéhte Pro-
duktion und Sekretion von Prostaglandinen (PGE23chgtumsfaktoren wie z.B ,vascular
endothelial growth factor* (VEGF), InterleukinerL{l, -2, -6, -8 und -10), hydrolytischen
Enzymen und Matrixmetalloproteasen (MMPS) verursagb den resultierenden multiplen
Dysfunktionen innerhalb betroffener Gewebe zahlgrder gestorte Abbau von E2 und des-
sen Gewebeakkumulation, 2) die gesteigerte BildtotgAromatase, welche die Bildung und
Akkumulation von E2 weiter verstart sowie 3) diddBing von Cycloxygenase 2 (COX-2)
und deren damit verbundenen Rekrutierung von Rytastdin E2 (PGEZ2) zum Ort des En-
dometriosegeschehens (fur Review siehe (Bulun, 2@i@se Dysfunktionen, zusammen mit
der verursachten chronischen Entziindungssitudtibnen im weiteren Krankheitsverlauf zur
Beeintrachtigung der Tubenfunktion, zur eingesckigim Endometriumrezeptivitat, Nidation
und Implantation von Oocyten bzw. Embryonenitero und somit letztlich zu einer gestorten
Fertilitat (Wulfing and Kiesel, 2005). Durch diehéhte Inflammation innerhalb dieser Ge-
webe wird au3erdem eine Reizung innervierender é&teherforgerufen, welche den akuten
und oft auch chronischen Beckenschmerz verursacht.

Der Zusammenhang zwischen der Entstehung dieseartkitng und dem Dioxin 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCDD) konnte Rier ét laereits 1993 imin vivo-Tiermodell
bei chronisch dioxinbelasteten Rhesusaffen dosésadp zeigen. Es gibt jeodch auch Hin-
weise auf Assoziationen zwischen PCBs und dem @taitr von Endometriose (Gerhard,
1992; Louis et al., 2005; Pauwels et al., 2001pBwa et al., 2006; Porpora et al., 2009). Im
Focus vieler Studien lag bisher aber vor allem Ei@flul3 Dioxin-&hnlicher PCBs auf die
Entstehung dieser Erkrankung. Auch fir p,p’'DDE gibHinweise fir einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten dieser Erkrankung und erh&enzentrationen der genannten Sub-
stanz im Serum von Endometriosepatientinnen (Pargoral., 2009; Trabert et al., 2010).
Eine Reihe von Genen wie z.B. CYP1Al, COX-2, CYPAfbmatase), ER, ERB, Progeste-
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ronrezeptor A und B (PROG-1/2) stehen im Verdadat €lauptrolle bei der Entstehung von
Endoemtriose zu spielen und kdnnte als Biomarkegesetzt werden (Bulun et al., 2010;
Bulun, 2009; Porpora et al., 2009; Trabert et24110).

1.6 Hintergrund und Ziele der Arbeit

In vorausgegangenen Untersuchungen konnte eindictieuBelastung humaner Gebarmut-
terschleimhaut (Endometrium) mit verschiedenen Xstrogenen gezeigt werden. Dabei
wurden Anreicherungen von p,p'DDE, R-HCH und PCB, 1153 und 180 in physiologisch
relevanten Konzentrationen nachgewiesen, wobei dtiéckonzentrationen im Fettgewebe
(>Endometrium>Serum>Myometrium) analysiert wurden. In Rezeptor-
Kompetitionsversuchen, bei welchen die Xenoestrege@B153, R-HCH und p,p -DDE am
Estrogenrezeptor (ER) und Gestagenrezeptor (GRhaaifFahigkeit hin untersucht wurden,
die Bindung des jeweiligen Radioliganden zu inhibie zeigte PCB153 eine deutliche Beein-
trachtigung der Bindung des Radioliganden am ERhiesanen Endometriums (Kuntzsch,
2000). Beiin vitro Wachstumsanalysen konnten bereits proliferative ki dieser Stoffe auf
Primarzellen des humanen Endometriums (Hippe, 26@Her, 2002) sowie verschiedene
Brustkrebszelllinien (Delios, in Preparation) nasWgesen werden. Bisher ist der Wirkme-
chanismus vieler Xenoestrogene noch immer nichageeklart.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun geprift waerds wie weit die in bisherigen Untersu-
chungen aufgezeigten Effekte der im Uterus norntiéderund steriler Frauen in physiolo-
gisch-relevanten Konzentrationen nachgewieseneme&rogene PCB153, 3-HCH und p,p -
DDE mit dem ER-Signalweg interferieren. Hierbeilt®oimodglichst eine Abgrenzung zwi-
schen ,klassischen® (genomisch) und ,alternativemtht-genomisch) ER-Mechanismen der
mdglicherweise durch Xenoestrogene ausgelostektEffechtbar gemacht werden.

Durch die Verwendung verschiedener E2-abhéngigélirden aus Brust und Uterus sollte
auch auf mogliche Gewebe-spezifische Wirkungen wtgersuchten Xenoestrogene einge-
gangen werden.

Ein wesentliches Anliegen der vorliegenden Arbedir ws, die in Abhéangigkeit von Xeno-
estrogenen eventuell schon in frihen Stadien aeftden Veranderungen des zellularen Kon-
textes gesunder endometrialer Zellen zu untersyahas mit Hilfe immortalisierter endomet-
rialer Epithelzellen der Zelllinie hTERT-EEC readid wurde. Parallel dazu wurden Xeno-
estrogen-induzierte Veranderungen in Primarzellen ¥£ndometriose-Patientinnen unter-
sucht. Hierbei sollte das mdglicherweise durch Xestmgene hervorgerufene Wirkungs-

spektrum in den einzelnen Zellsystemen sowie degleieh der in beiden Zellsystemen aus-
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gelodsten Effekte helfen, abzuschatzen, in wie Weioestrogene den Krankheitsverlauf bei
Endometriose beeinflussen konnen.

Des Weiteren sollte die Frage beantwortet werdes breitgefachert das im Vergleich zu E2
untersuchte Wirkspektrum von PCB153 auf einzelndulaee Prozesse wie Angiogenese,
Gewebeumbau (,tissue remodeling®), Migration undasivitat bzw. Proliferation ist.
Abschlie3end wurde ein mdglicher Zusammenhang dg®astrogens PCB153 und der Kar-
zinogenese sowie die mogliche Assoziation zwiscKenoestrogenen und gynékologisch-

reproduktionsmedizinischen Erkrankungen, wie Enddose diskutiert.

2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien

Alle eingesetzten Chemikalien wurden im hdchstér@ichen Reinheitsgrad verwendet und
stammen von den Firmen: Sigma (Taufkirchen), RORdrlsruhe), Fluka (Bruchs, CH),
Merck (Darmstadt), AppliChem (Darmstadt), VWR (Datadt), Roche (Mannheim) sowie
Biochrom (Berlin). Das verwendete Wasser wurde @ine Hausanlage des Klinikums mit
nachgeschaltetem lonenaustauscher bezogen unde$iondere Reinheit anschlieend mit

einer Reinstwasseranlage (Millipore, Eschborn) exdmigt. Lé6sungen wurden, soweit not-

wendig, entweder 20min bei 121°C autoklaviert ateril filtriert.

2.2 Technische Gerate

Gerat: Bezeichnung: Hersteller:
Agarosegelkammer AGT-1 VWR international
Brutschranke IG 150 Jouan
Feinwaage AJ 150 Mettler
Klimaschrank innova 4230 New Brunswick Scientifi
Luminometer Sirius Berthold Detektion System
Magnetrthrer MR3000 Heidolph
Mikroskope Eclipse TS 100 Nikon

Axioskop 40 Zeiss
PCR-Maschine T-Gradient Biometra
pH Meter Calimatic 761 Knick
Pipetten verschieden Eppendorf
Pipetierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgerate
Photometer Ultrospec 1000 Pharmacia Biotech
Plattenreader Anthos 2020 Biochrom
Reinstwasseranlage Milli-Q-Plus Millipore
Rotator RS 24 Kisker
Schiittler Hyper Shaker Neolab
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Sterilbank HeraSafe HS12 Kendro (Heraeus)
Spannungsquellen EPS 301 Amersham PharmadiedBio
Thermomixer Comfort Eppendorf

Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus

UV-Spektrometer Ultraspec 1000 Pharmacia Biotech

Vortex MS1 Minishaker IKA

Waage SPB62 Scaltec

Wasserbad 1003 GFL

Western Blot Miniprotean 3 BioRad

Zentrifuge CR4.22 Jouan

Tab. 2.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Geite.

2.3. Zellkultur

2.3.1 Verwendetes Zellmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit kamen insgesamt sechshiedene Zelltypen aus der Brust und
dem Uterus zum Einsatz und wurden konventionelDrAdhéasionkulturen gezuchtet. Diese
Zellen zeichnen sich durch eine verschieden stB#@ession von E&Rund  aus und sind
somit verschieden hormonsensitiv.

Die verwendeten Brustkrebszelllinien waren MCF-#&({Bche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellen, Braunschweig) und MDA-MB-23%(indlicherweise von Prof. Dittmer
aus der Gynékologie zur Verfigung gestellt). Die charakterisierte Zelllinie MCF7 (Michi-
gan Cancer Foundation) wurde 1970 aus Pleuraesguss Patientin isoliert, deren metasta-
siertes, duktales Mamma-Adenokarzinom zuvor dreieJeang mit Hormon- und Radiothera-
pie behandelt worden war. Sie wurde bereits increeslenen Studien (Katzenellenbogen et
al., 1987; Pink and Jordan, 1996) verwendet, unmogeh-abhdngige Prozesse sowie die
Auswirkungen von Anti-Estrogenen im Brustkrebs mteusuchen. Sie wurde fir diese Arbeit
ausgewabhlt, da sie einen nichtinvasiven malignemdrstatus der Brust reprasentiert, die
Zellen aber dennoch beide RezeptorerwEIRd f exprimieren und somit die Untersuchung
der moglicherweise mit einer Hormon-interferieremd&irkung von Xenoestrogenen zulas-
sen. Die ER-negative Zelllinie MDA-MB-231 wurde ausgewabhlt, sia ein oft in der Litera-
tur verwendetes Zellmodell fur das aggressivererntém-unabhéngige Mammakarzinom
darstellt. Die Zellen dieser Zelllinie, sowie wie dler ebenfalls nur in geringen MengenoER
und  exprimierenden uterinen Zelllinie RL95-2, wurddngesetzt um auch eine mdgliche
Xenoestrogen-vermittelte Wirkungen bei ER-negatidetien zu untersuchen, welche, falls
vorhanden, auf ER-unabhangige Mechanismen dieséie $iinweisen wirden.

Das Zellmaterial uteriner Herkunft waren Zellen d&illinien hTERT-EEC und RLU95-2

sowie Primérzellen aus Endometriose-Explantaten. Zalllinie hTERT-EEC Klon B37 re-
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prasentieren endometriale epitheliale Primarzeleiche durch Telomerase-Uberexpression
immortalisiert wurden, also Primargewebe des Endoumes darstellen. Sie wurde von einer
eng mit unserem Zentrum fir Reproduktionsmedizin #mdrologie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg kooperierenden Arbgitgope (Department of Human Anatomy
and Cell Science oft he University of Manitoba, Wpeg) aus Kanada generiert (Hombach-
Klonisch et al., 2005) und freundlicherweise fie dMersuche der Arbeit zur Verfugung ge-
stellt. Sie soll als Bindeglied zwischen gesundemddinetrium und Endometriose fungieren.
Die hTERT-EEC Zellen exprimieren ebenfalls beiddrdtgenrezeptortypen und reagieren
daher Hormon-sensitiv.

Daruiberhinaus wurde Endometriosegewebe, welchedreundlicher Hilfe und Unterstit-
zung des OP-Teams unter der Leitung von Frau OfaRé&iltwasser des Zentrums fiir Re-
produktionsmedizin und Andrologie der Martin-Luthéniversitat Halle/Wittenberg bei lapa-
roskopischen Untersuchungen von Frauen mit idiapettier Sterilitdét gewonnen wurde, fur
Versuche in dieser Arbeit verwendet (siehe KagiteSERB-Assay und Genexpressionsanaly-
sen).

Im Gegensatz dazu wurde Endometrium-Primargewebdiéde Arbeit zwar anfanglich von
zuvor personlich aufgeklarten Patientinnen ausengktomierten Uteri gewonnen und Kkulti-
viert, war jedoch fir die Versuche nicht in ausneiecden Mengen vorhanden, weswegen die-
se Versuche nicht weitergefuhrt werden konnten.

Die Endometriumkarzinom-Zelllinie RLU95-2 (Americarype Culture Collection, Manas-
sas, USA) wurde ausgewabhlt, da sie den Fall deg@sesiven Tumors mit geringer Expressi-

on von ERa undp und dem daraus resultierenden Verlust der Hormwmahreprasentiert.

2.3.2 Medienherstellung und Kultur der Zellen

Alle Mammakarzinom- sowie die uterinen hTERT-EE@dWEndometriose-Zellen wurden in
steril filtriertem 1:1 (v/v) DMEM (Dulbecco's-Moddd-Eagel-Medium ohne Phenolrot, aber
mit Na-Pyruvat und 1000g/lI Glukose, Gibco BRL, ngen) und HamsF12, erganzt mit
10% FKS (fotales Kalberserum), 200mM L-Glutamin, P#nicillin/Streptomycin, 1% Am-
photericin B (alle Biochrom) und gg/ml Rinderinsulin (Fluka) wachsen gelassen.

Die Zellkultur der uterinen Zelllinie RL95-2 erfdly im selben Grundmedium
(DMEM/HamsF12) und FBS- und Insulin-Gehalt wie olimschrieben, jedoch unter Zusatz
von 15mM HEPES und 1,2g/L Natriumbikarbonat (beigtes Roth, Karlsruhe) und Aus-

schluss von L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin uichphothericin B.
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Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5%,&0ltiviert. Je nach Konfluenz wur-
den die Zellen nach 2 bis 3 Tagen passagiert. Dafiide das Kulturmedium verworfen, die
Zellen mit 1xPBS gewaschen und durch Zugabe vofoOT2ypsin/EDTA (BioWhittaker)
5min bei 37°C im Brutschrank abgel6st. Die gelésZeiten wurden in entsprechendes Kul-
turmedium aufgenommen und auf mehrere Zellkultaditeen verteilt und kultiviert.

Fir die Expositionsversuche aller Testsubstanzerdevispezielles, steroidfreies Medium
(hormonfreies Medium) hergestellt, bei welchem B8S Uber Dextran-liberzogene Aktiv-
kohle (Sigma) ,gestrippt* wurde. Wahrend des StngpProzesses wurden alle die im FBS
enthaltenen Steroide abgefangen und somit aus dediult herausgefiltert. Dazu wurde ein
Gemisch aus 5% Aktivkohle mit 0,5% Dextran ((T7000Aqua dest. fur 1h bei RT geschiit-
telt und anschlieend auf 50ml Réhrchen aliquotigeiche sodann fiir 20min bei 100g ab-
zentrifugiert wurden. Der daraus resultierende Staerd wurde verworfen und das Pellet im
50ml Réhrchen in FBS resuspendiert und die Susperfsir 1h bei RT auf dem Schiuttler
inkubiert. Danach wurden alle Rohrchen fir 20min2890g abzentrifugiert. Der resultieren-
de Uberstand wurde anschlieRend sterilfiltriertr@PgroRe 0,2um) und aliquotiert. Spora-
disch wurde der E2-Gehalt des hormonfreien FBS geere welcher in der Regel um die
30pmol/l betraf. Das fertige ,gestrippte” und homfreie FBS wurde bis zum Gebrauch bei
-20°C gelagert.

2.3.3 Aufarbeitung des Endometriose Primargewebes.

Die Aufarbeitung des Endometriosegewebes erfolgterusterilen Bedingungen im Labor.
Dabei wurde das Gewebe zunachst mit einer Einwiegkdiage zerkleinert und anschlieRend
auf dem Schittler in 3ml Vollmedium und 1ml Kollagese-L6sung (50mg Kollaganase CLS
II, 2mg Hyaluronidase ad 20ml Vollmedium, steril&it) im 50ml Rohrchen fir 30-60min
RT in Einzelzellen dissoziiert. Nach dem Auslésen dellen aus dem Gewebeverband wur-
den diese im Rohrchen bei 600rpm fiir 5min bei 28bZentrifugiert, der Uberstand verwor-
fen und das Zellpellet mit Vollmedium resuspendiert auf Zellkulturschalen verteilt. Die
Zellen wurden unter normalen Zellkulturbedingung#sernacht kultiviert. Am néachsten Tag
erfolgte ein Medienwechsel. Nach ausreichenderdgsssing der Zellen wurden diese aus-
gezahlt und fur entsprechende Versuche eingesittie Kapitel zu SRB-Assay und Genex-

pressionsanalysen).
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2.3.4 Exposition der Zellen mit Hormon bzw. Xenoesbgenen

Fur die Exposition der Zellen mit PCB153, p,p" DI¥EHCH sowie Coumestrol und Estrogen
wurden die Zellen fur die jeweiligen Versuche inezi definierten Zellzahl im Vollmedium
auf 24-Wellplatten gegeben und tber Nacht im Biutsak kultiviert. Am nachsten Tag wur-
den das Medium entfernt und durch hormonfreies Mradersetzt und die Zellen fur mindes-
tens weitere 24h préainkubiert, bevor die jeweillgeuntersuchende Testsubstanz zugegeben
wurde. Um Effekte des Losungsmittels der XenoestmegauszuschlieRen, wurde zu jeder
Testsubstanz-Exposition eine entsprechende LosutigsKontrolle (E2 und Coumestrol:
0.1% DMSO; PCB153: 0,2% DMSO; p,p'DDE: 0,1% EtOHIWBiHCH: 0,1% Aceton) mit-
gefuhrt. Die Konzentration des Ldsungsmittels im déntrollen entsprach denen in den
Wells der Testsubstanz-Expositionen. Die DauerEdgiosition war je nach Versuch 20-96h.
Die Exposition der Zellen mit den XenoestrogenerBP&3, p,p'DDE und R-HCH (Pro-
mochem, Wesel) erfolgte geldst in hormonfreiem Medund lber einen Konzentrationsbe-
reich von 10pg-1pg/ml sowie der des Coumestrols Esilogens (beide Sigma) von 1pg-
lpg/ml.

2.3.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden bei 37 °@etaut, in ein 15ml Reaktionsréhrchen
mit dem entsprechenden Kulturmedium Uberfuhrt ued@0rpm und 20°C, 5min zentrifu-

giert. AnschlieRend wurde das Zellpellet in vorgemi&m Kulturmedium resuspendiert und
in Zellkulturflaschen Uberfuhrt und die Zellen Gkéacht inkubiert. Am nachsten Morgen
wurde ein Medienwechsel durchgefuhrt. Zum Einfmeder Zellen wurden diese, wie oben
bereits beschrieben, mit Trypsin abgeldst, in demsprechenden Kulturmedium aufgenom-
men und 5min bei 650rpm und 20°C zentrifugiert. Balpellet wurde in 1ml Medium (8%

DMSO und 20% FBS) resuspendiert und in Kryo-Réhnctiberfuhrt. Die Kryo-Réhrchen

wurden in einem Styropor-Einfrierbehalter (Kuhlurage von -1°C/Minute) bei -80°C gela-
gert.

2.4. Sulforhodamin B Assay (SRBA)

Um die optimale Zelldichte (Zellanzahl je Well) etmitteln, bei der die Zellen in einer Mul-
tiwellplatte ihr gréRtmaoglichstes Wachstum zeigenrde ein modifizierter SRBA (Papazisis
et al., 1997) durchgefuhrt. Der SRBA stellt einarsempfindliche und einfach durchzufuh-
rende kolorimetrische Methode dar, bei der der @&sateingehalt einer Zelle bzw. Lésung

ermitteln wird. Bei der spektralphotometrischen Basy der Konzentration des an den Zell-
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proteinen anhaftenden Sulforhodamins wird indimdikt Zellanzahl/Well ermittelt. Zwischen
der Absorption um 500nm und der Zellanzahl bediéet einen grofl3en Bereich eine lineare
Beziehung (Skehan, 1990). Sulforhodamin B (Sigms&)ein Proteinfarbstoff, mit dem die
Gesamtbiomasse als MalR3 fur das Zellwachstum bestimwd. Dieses Assay wurde bereits
erfolgreich fur die Zellzahlbestimmung epithelialerd stromaler uteriner Priméarzellen (Hip-
pe, 2005) sowie von verschiedenen Zelllinien dersB(Dellios, in Preparation) angewandt.
Fir die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurdesschlie3lich uterine Zellen eingesetzt.
Insgesamt kamen drei Zelltypen zum Einsatz: dieEmdometrium-Primargewebe generierte,
epitheliale Zelllinie hTERT-EEC; Zellen aus OP-M@égewonnenen primaren Endometrio-
se-Explantaten sowie die Endometriumkarzinom-ZedliRLU-95-2. Die eingesetzten Zellen
unterschieden sich hinsichtlich ihrer Hormonsetigibisowie ihres Malignizitatsgrades deut-
lich voneinander.

Um eine mdgliche genomische, ER-vermittelte Wirkwog Xenoestrogenen im Uterus un-
tersuchen zu kdonnen, wurden fir alle Testsubstanesren den normalen Wachstumsraten
(ohne Inhibitoren), auch die Wachstumsraten mit deRInhibitor ICI 182780 (Sigma,
Taufkirchen) analysiert. Der ER-Inhibitor ICI 182¥8auch Fulvestrant oder Faslodex ge-
nannt, ist ein selektiver ER ,down“-Regulator unadsderste Antiestrogen mit keiner nen-
nenswerten agonistischen Aktivitat.

Im Vergleich dazu wurden, um auch die mogliche stagen-vermittelte nicht-
genomische Wirkung von ER Uber den MAPK-Signalwe¢etsuchen zu kénnen, SRBAs
mit dem MEKZ1/2-Inhibitor U0126 durchgefiihrt. Der ME/2-Inhibitor U0126 (Cell Sig-
naling, Danvers, USA) ist ein hoch-selektiver Intab der MAPK/Erk-Kinasen Mekl1l und
Mek2. Er verhindert damit die Phosphorylierung \ERK1/2 und somit deren Aktivierung
bzw. die Transkription deren proliferationsfordezndielgene.

Die Wachstumsraten wurden uber einen Zeitraum @nuhter dem Einfluss der Xenoestro-
gene (PCB153, p,p’'DDE, B-HCH), des Phytohormonsnt&strol sowie des 17R-Estradiols
(E2) in den physiologisch relevanten Konzentratiemsichen von 10pg/ml-1ug/ml bzw.
1pg/ml-1pg/ml bestimmt. Der Inhibitor ICl 182780 mle in einer Endkonzentration von
1pM, der Inhibitor U0126 als 3uM, beide in DMSO @gt| eingesetzt. Alle Testanséatze wur-
den in 24-Wellplatten (Greiner Bio-One GmbH, Frickausen) als Doppelbestimmungen
durchgefuhrt und jeweils die entsprechende Losurtgdkontrolle (Vehicle) als Negativkon-
trolle sowie eine Inhibitor- und unbehandelte Medkontrolle mitgefiihrt. Fir alle Versuche
wurden die Zellen jeweils mit einer Zellzahl von tabx1d pro 24Well in 0,5ml Vollmedium

angesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass ditbéMmyung der Platten gleich war. Die

25



3 Ergebnisse

Zellen wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37°@ikert. Das Medium wurde am nachs-
ten Tag gegen 1ml hormonfreies Medium ausgetausctitdie Zellen r 24h vorinkubiert,
bevor die Testsubstanz oder das Losungsmittel apgliwurde Nach Ablauf einer dreitagi-
gen Inkubationszeit wurde das Medium abgenommendimdellen vorsichtig mit 1XxPBS
gewaschen. Danach erfolgte eine Zellfixierung nd® @2 TCA (10% Trichloresssigséaure in
A.dest.) pro Well fir 30min bei 4°C. AnschlieBendrden die Platten mehrere Male mit
Aqua dest. gespult und Gber Nacht an der Luft gktret. Die SRB-Farbung der fixierten
Zellen erfolgte mit 100l 0,4% SRB-LAsung (in 1% Essigsaure) fur 20minR&i Um unge-
bundenes SRB abzuwaschen, wurde solange mit 1%sasse gespilt, bis die Waschldsung
wieder transparent war. AnschlieRend wurden deBanen der Wells anhaftende Farbstoff
und die Zellen mit je 2Q0 TRIS-Puffer (10mM TRIS-HCL, pH 10,5) geltst. NaB@min auf
dem Schittler erfolgte die photometrische Bestimgnder optischen Dichte bei einer Wel-
lenlange von 570nm gegen eine Referenzwellenlanges20nm mit Hilfe eines Plattenlese-
Photometers Anthos 2020 (Biochrom, Cambridge, UK8. Wachstumsraten der SRBA ohne
bzw. mit Inhibitor wurden anhand der mindestensnaaé unabhéngig voneinander durchge-
fuhrten Versuche als Mittelwerte berechnet undjéidle einzelne Testsubstanz jeweils zu-
sammen in einem Diagramm graphisch dargestellt. @@ndardabweichungen wurden je-

weils in den Diagrammen durch Fehlerbalken angegebe

2.5 Proliferationsassays

2.5.1 Immuncytochemie des Proliferationsmarkers Ki8 (Ki67-Score)

Mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers Mib-1 (Diaven) wurde eine immuncytochemische
Darstellung des rein im Kern exprimierten Prolifemasmarkers Ki67 durchgefuhrt. Die Dar-
stellung der Expression dieses Markers erfolgt&Zetien von Zelllinien unterschiedlicher
Herkunft (Brust und Uterus) sowie unter Einflussnvowei verschiedenen Testsubstanzen.
Fur diese Versuche kamen insgesamt drei verschegedelilinien MCF7, hTERT-EEC und
RLU95-2 zum Einsatz. Die fir diesen Versuch aus¢pited und verwendeten Testsubstan-
zen waren zum einen das Xenoestrogen PCB153, zdareandas Hormon E2 als Kontrolle,
mit welchen die Zellen separat fur 72h inkubierrean.

Fir die immuncytochemischen Farbungen wurden ca0*3Zellen per Well auf speziellen
12-Well-Objekttragern (Menzel; Braunschweig) auasGkultiviert. Das Anwachsen der Zel-
len auf den Wells erfolgte tber Nacht im Vollmediusm nachsten Tag wurde dieses Medi-
um vorsichtig abgesaugt und durch hormonfreies Muadersetzt, worin die Zellen mindes-

tens 12h lang vorinkubiert wurden. Danach erfottjeeApplikation der Testsubstanzen, wel-
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che in demselben gestippten Medium geldst, tropfemty aufgetragen und die Objekttrager
in einer feuchten Kammer tber einen Zeitraum vax @agen im Brutschrank bei 37°C in-
kubiert wurden. Nach Ablauf der 72-stiindigen Inkidoeszeit wurden die Objekttrager aus
dem Brutschrank entnommen, der MedienlUberstancpathigirt und zur Fixierung und Blo-
ckierung endogener Peroxidasen sofort die Fixiarids(0,3%Wasserstoffperoxid in Metha-
nol) aufgetropft. Nach einer Einwirkzeit von 40nbei 4°C wurde 3x5min mit 1XxPBS ge-
spult. Danach wurde die Blockierungslésung (1%BB8AxXPBS), welche der Antikdrperver-
dinnungslosung entsprach, aufgetragen und fur 2@@irRT inkubiert, um unspezifische
Bindungen zu blockieren. Nach Entfernen der Bloakigslésung wurde der Priméarantikor-
per Mib-1 (1:10, Dianova) oder ein Kontrollansatme Antikorper aufgetragen. Die Inkuba-
tion mit und ohne Antikorper erfolgte tber Nachi B&C in einer feuchten Kammer. Am
nachsten Tag wurde nach 3x5min Spullen mit 1xPBSsd&undarantikorper (1:100, biotiny-
liertes Ziege anti-Maus 1gG, Jackson Immuno Res$gawmufgetragen und fur 1h im Brut-
schrank inkubiert. Danach wurde erneut 3x5min mxPBS gespult und die Peroxidase-
konjugierte Streptavidin-Loésung (1:500 in A.desiackson Immuno Research) zugegeben,
welche 30min bei RT inkubiert wurde. Nach erneuw#faschen mit 1xPBS wurde das Chro-
mogen (NovaDetect AEC Substrate System, Dianoveh Aangaben des Herstellers aufge-
tragen und die Farbentwicklung beobachtet. Naclb€20min wurde der Farbstoff entfernt
und die Zellen mit Aqua dest. gespult. Nach di€égegbung erfolgte mit Hilfe von Hamatoxy-
lin eine Gegenfarbung der Zellkerne, wonach diaM&lt Objektrager schlie3lich mit einem
Deckglaschen und Einbettungsmedium [2,4g MowioB4&y Glycerin, 12ml 0,2M Tris (pH
8,5) und 6ml A.dest.] Uberschichtet und getrockmetden konnten. Nachdem Aushérten der
Objekttrager uber Nacht, wurden die angefarbteeBkérne mikroskopisch (Axioscop 40,
Zeiss) mit einem Zellzahler ausgezahlt und autaohtie nach Farbungsintensitat erfasst.
Die semiquantitative Auswertung der unterschiedichFarbungsintensitaten der nukleéren
Ki67-Expression der Zellen erfolgte durch Berecljm@mes immuncytochemischen Scores
(Ki67-Score). Der in dieser Arbeit verwendete KiBZere stellt eine modifizierte Kombinati-
on aus der von McCartgt al.flr die ER-Expression bei Mammakarzinomen angeveandt
Berechnung (McCarty et al., 1986) des ,histochehscare* (HSCORES), und der von Jiang
et al. verwendeten Methode (Jiang et al., 2002)wedchem vier Intensitatsstufen der Far-
bung beriicksichtigt werden, dar. Insgesamt wurdemils mindestens 4x100 Zellen pro An-
satz ausgezahlt, wobei drei Farbungsintensitaterzekkerne bewertet und die Versuche je
zweimal unabhangig voneinander wiederholt wurdeie Bomit erhaltenen prozentualen

Werte der einzelnen Farbungsintensitaten wurdegijgwnit einem Faktor von 1 fir schwach
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gefarbte Zellen bis 3 fur stark gefarbte Zellkenmaltipliziert und ergaben addiert die Ki67-
Scores, welche somit alle in einem Score-Bereiain ®&300 lagen. Die Formel zur Berech-
nung der Ki67-Scores lautete wie folgt:

Ki67-Score =2Pi (i+1)

Pi=Anteil der Zellen pro Farbungsintensitatstufe}00 Zellen)
i= Farbungsintensitat von 1 bis 3

1= schwach gefarbt

2= normal gefarbt

3= stark gefarbt

2.5.2 Der 5-Bromo-2"-Deoxyuridin (BrdU) Assay zur Bstimmung der Proliferation

Zur Bestimmung der zellularen Proliferation wircufi§ eine Analyse des Einbaus von radio-
aktiv-markierten SubstanzefH-Thymidin) in die DNA oder der Abbau von Radioispéen
(**Cr) nach Zelllyse verwendet. Alternativ zd-Thymidin-Einbau ist auch die Inkorporati-
on von 5-Bromo-2"-Deoxyuridin (BrdU) ein haufig avgandte Methode zur Messung der
DNA-Synthese und Zellproliferation in immunohistmad zytochemischen Analysen. Zellen,
welche BrdU in ihre DNA einbauen, konnen leicht Hilfe eines monoklonalen anti-BrdU-
Antikorpers detektiert und Uber einen Enzym-korgugin Sekundarantikorper identifiziert
werden.

Fur diese Versuche wurde der nicht-radioaktive ttedive Proliferationstest 5-Bromo-2"-
deoxy-uridine Labeling and Detection Kit 1l (Rogheach Angaben des Herstellers verwen-
det. Die Zellen der fur diese Versuche exemplarianegewéhlten Zelllinien MCF7 und
MDA-MB-231, wurden in drei verschiedenen Zellzahl@MCF7: 4,0x18; 8,0x1G und
1,5x10¢ bzw. MDA-MB-231: 1.5x16; 4x10° und 8,0x16) auf 24-Well-Platten in hormon-
freiem Medium verteilt und tGber Nacht kultiviertmAnachsten Tag wurden auf die Wells das
Xenoestrogen PCB153 sowie als Positivkontrolletdasnon E2 in jeweils drei Testkonzent-
rationen 10pg/ml, 1ng/ml und 100ng/ml appliziertve®d Losungsmittel-, ER-Inhibitor 1CI
182780 und hormonfreies Medium als Kontrollen nfifigpet. Alle Ansatze wurden als Dop-
pelbestimmungen und in der gleichen Anordnung af 84-Well-Platten angefertigt. Die
Inkubation der Testsubstanzen erfolgte tber eiretiadim von drei Tagen (MCF7: 48h, 72h
und 96h bzw. MDA-MB-231: 24h, 48h und 72h).

Nach Ablauf der Inkubation wurde das Medium abggsauit 1XPBS gewaschen, die BrdU-
Labeling-Lésung (10uM) in die Wells gegeben und 2ibh im Brutschrank inkubiert. Da-
nach wurde mit Medium gewaschen und die Zellervaviggekhlter Fixierlésung (0,5M HCL
in 70% EtOH) fur 30min bei -20°C fixiert. Anschlieffd wurden die Zellen fir 30min mit
einer Nuclease-Working-Solution (1:100) bei 37°C Wasserbad inkubiert. Nach einem
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dreimaligen Waschschritt mit Medium wurde anscldie®® mit dem Primarantikorper (anti-
BrdU-POD-Fab fragments-working solution) erneut30min im Wasserbad inkubiert. Nach
wiederholten Waschschritten mit einer WaschlésutigQ), wurde das ABTS-Peroxidase-
Substrat mit Substrat-Enhancer appliziert und fdimi® bei RT inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit bzw. der Farbentwicklung wurden \diells einzeln photometrisch mit Hilfe
eines Photometers bei einer Wellenlange von 405emmegsen. Als Referenz diente das reine
ABTS-Peroxidase-Substrat. Die gemessen Werte wumd#als des Excel-Programmes gra-
phisch erfasst und die Standardabweichung der ligeriTestsubstanz als Fehlerbalken dar-
gestellt.

2.6 Reportergenanalysen

Als Reportergene versteht man DNA-Sequenzen, dieeaem induzierbaren bzw. konstitu-
tiven Promotorelement bestehen, welches die Expressnes messbaren Enzyms kontrol-
liert. Die Aktivitatsmessung des Reporterproteinsidt somit eine indirekte Bestimmung
der Transkriptionsaktivitéat der Promotorsequenzubestimmten Bedingungen.

In dieser Arbeit wurde ein Luziferase-Reportergstay (Dual-Luciferase Reporter Assay
System) von Promega verwendet. Dieses System eigchbdlktivitditsmessungen von zwei
Luziferasen, einer Reporterluziferase [Firefly-lLfezase, einem Enzym des nordamerikani-
schen LeuchtkéaferdPbotinus pyralis)] und einer Referenzluziferase [Renilla-Luziferase
nem Enzym der Seeanemomerilla reniformis)]. Die Genexpression der Reporterluziferase
wird durch den zu analysierenden Promotorbereiattribiert, wahrend die Genexpression
der Referenzluziferase durch einen Promoter (S\é0aBtor) reguliert wird, dessen Aktivi-
tat relativ konstant ist. Die Referenzluziferasendizum Ausgleich von unterschiedlichen
Transfektionseffizienzen. Das Referenzluziferasebefindet sich auf dem Plasmid pRL-
SV40 (Abb. 5.2.1 B), das der Reporterluziferasedarh pGL3 Plasmid (Abb.5.2.1 A). Um
herauszufinden, ob Xenoestrogene via genomischiRralfhangigem Mechanismus am ,est-
rogen response element” (ERE) binden und somitdageHormon E2 wirken kénnen, wurde
dem Reportergenplasmid pGL3 ein ERE dem Luzifemsegprgeschaltet. Das auf diese
Weise entstandene Plasmid mit Namen pERE wurdefreundlicher Weise von Frau Dr.

Silke Kietz (Karolinska Institut, Huddinge, Schwedleur Verfligung gestellt.
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Abb. 2.6.1 A und B: Schematische Darstellung der weendeten PlasmideDie in dieser Arbeit fur
Transfektions-veruche verwendeten Plasmide des riepgenvektors pERE (A) sowie des Kontroll-
vektors pRL-SV40 (B) sind schematisch dargestellt.

Bei der Umsetzung bestimmter Substrate durch Luaste wird Licht erzeugt, das durch ein
Luminometer gemessen werden kann Abb. 5.2.2. Dien@ét des erzeugten Lichtes kann
als Mal fur die Promotoraktivitat benutzt werdetei@zeitig wurde untersucht ob die Xe-
noestrogen-vermittelte Bindung des ER am ERE duleh spezifischen ER-Inhibitor ICI
182780 gehemmt werden konnte.
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Abb. 2.6.2: Reaktionen der Firefly- und Renilla-Luzferase.

2.6.1 Transiente Transfektion der Zellen mit Plasnmden

Die beiden Plasmide pERE und pRL-SV40 wurden miiteHion kationischer Lipiden in die
Zellen kotransfiziert. Kationische Liposomen akkuienen spontan mit Nukleins&uren und
bilden unilamellare Vesikel. Diese Vesikel fusiaeie sodann mit der Zellmembran und ge-
langen via Endozytose in das Zytoplasma die Zgllerigner, 1987; Felgner and Ringold,
1989). Die Bildung der Nukleinsauren/Lipid-Komplew&d durch ionische Wechselwirkung
zwischen der positiv-geladenen Kopfgruppe der lapichd der negativ-geladenen Phosphat-
gruppe der Nukleinsduren vermittelt. Fir eine gitensfektion ist das Verhéltnis zwischen
Lipid und DNA einschneidend, wobei die Lipide immar Uberschuss zur DNA eingesetzt
werden sollten.

Fir die Versuche wurden pro 24-Well je 8,0¢MCF7-, hTERT-EEC-Zellen oder 6,0X10
MDA-MB-231-Zellen tUber Nacht in 0,5ml hormonfreielbedium kultiviert. Am n&chsten
Tag wurden 0,4ml hormonfreies Medium auf die Wglgeben und der Transfektionsansatz
angefertigt. FUr den Transfektionsansatz wurderozawei Losungen hergestellt. Fur LO-
sung 1 wurden 50ul hormon- und serumfreies MedinonVigell mit 500ng pERE und 30ng
pRL-SV40 gemischt. Loésung 2 bestand aus 50ul hornoiowl serumfreiem Medium und
1,5ul Transfectin (Biorad). Losungen 1 und 2 ineeinPolysterenrdhrchen vorsichtig zu-
sammen gemischt und fur 20min bei RT unter stefedingungen inkubiert. Anschlie3end
wurden vorsichtig 100ul Transfektionsansatz prol\&ppliziert und fiur 6h auf den Zellen im
Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubatiogiszvurden die Testsubstanzen PCB153

und E2 (100ng/ml) allein und zusammen mit dem linbiklCl 182780 sowie als Kontrolle
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der reine ER-Inhibitor ICI 182780 (1uM) direkt imedWells pipettiert, wobei auch entspre-
chende Ldsungsmittelkontrollen (Vehicle) mitgefulairden. Die Testsubstanz-Inkubation

erfolgte Uber einen Zeitraum von 24h unter normaeltkulturbedingungen.

2.6.2 Luziferase Reporter Assay

Nach Inkubation der transfizierten Zellen wurderziferase-Aktivitdten gemessen. Dazu
wurden die Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen, @aul passivem 1xLysepuffer versetzt
und 15min bei RT auf dem Schiittler lysiert. Danacinden 5@/ LAR Il (Luziferase-Assay-
Reagenz Il), welches das Substrat der Firefly-larai$e enthielt, in ein 6ml Reaktionsgefald
pipettiert, mit 1@l Zelllysat versetzt und im Luminometer (Sirius,rB®ld Detektion Sys-
tem) gemessen. AnschlieRend wurdeplSfiop&Glo-Reagenz zu diesem Ansatz dazu pipet-
tiert und die Aktivitat der Renilla-Luziferase gessen. Die Angabe der Lichtausbeute erfolg-
te in ,relative light units* (RLU). Zur Auswertungurde die Firefly Luziferase-Aktivitat ge-
gen die Renilla-Luziferase-Aktivitdt normalisieAls Kontrolle dienten die hormonfreien

Lésungsmittelkontrollen (Vehicle).

2.7 Proteinchemische Methoden

2.7.1 Analyse des klassischen genomischen Estroggignalweges

Um untersuchen zu koénnen, in wie weit sich versidne Konzentrationen von PCB153
(10pg-1pg/ml) auf die Expression desdERroteins auswirken, wurden Zellen der uterinen
Zelllinie hTERT-EEC sowie der Mammakarzinom-ZeliinMCF7 verwendet. Aul3erdem
wurde der Einfluss von E2 (10pM), des reinen ERHitbrs ICI 182780 (1uM) allein sowie
in Kombination mit PCB153 bzw. E2 in zwei verscldadn Konzentrationen (100pg/ml und
100ng/ml) auf die beiden gannaten Zelllinien und die ER-negative Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 untersucht. Auch wurden wurden Losungsetfikontrollen, sowie unbehandel-
te Kontrollen mit gestripptem Medium mitgefuhrt.

Die Zellen wurden vor den Versuchen mindestensid&ten Zellkulturflaschen mit hormon-
freiem Medium vorinkubiert. Sobald ein ca. 90%-KRoahtes Stadium erreicht war, wurden
diese ausgezahlt und in einer Zellzahl von fxh02ml hormonfreiem Medium auf Wells
einer 6-Wellplatte verteilt. Am néchsten Tag wurdbe Zellen mit den Testsubstanzen be-
handelt. Nach 48h Inkubation wurde das Medium abgenen, die Zellen einmal mit 1xPBS
gewaschen und je Well mit 150ul 2xLAmmli-LadepuffgxLammli-Ladepuffer: 3ml Tris-
HCI (1M pH 6.8), 4.5ml 20% SDS, 2.5ml Glycerin, @. Bromphenolblau; mit Aqua
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dest./Mercaptoethanol (10%) verdiinnen) vollstaagdigden 6Wells lysiert. Die Lagerung der
Proteinlysate bis zur SDS-PAGE und Westernblotaagrfolgte bei -80°C.

2.7.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Acrylamid ist ein Monomer und bildet in Gegenwantiér Radikale Polymere aus. In der
Gegenwart von N,N"-Methylen-bisacrylamid kommt eseiner Kettenreaktion, wobei Ac-
rylamid zu einer Gelmatrix, dem Polyacrylamid quenetzt wird. SDS wird benutzt, um die
Proteine zu denaturieren, was zur Entfaltung der Rioteine fiihrt. Da die Eigenladung der
Proteine im Vergleich zur negativen GesamtladungSI2S-Proteinkomplexe vernachlassig-
bar ist, konnen Proteine im SDS-Polyacrylamidgethn&rol3e aufgetrennt werden. Zum
Nachweis des 67kDa grofRen d&Rroteins wurde ein 10%-ige SDS-Polyacrylamid-Togein
[fir 2 Trenngele: 5ml Acryl-Bisakrylamid-Mix, 5ml.8M Tris (pH 8.8), 0,2ml 10% SDS,
0,2ml 10% Ammoniumpersulfat, 9,6ml Aquadest. und08ml TEMED] hergestellt. Zur
Konzentrierung der Proteine diente ein SammelgelZfGele: 1ml Acryl-Bisacrylamid-Mix,
1ml 1.5M Tris (pH 6.8), 0,08ml 10% SDS, 0,08ml 1@mmoniumpersulfat, 5,8ml A.dest.
und 0,008ml TEMED]. Vor dem Auftragen der Proberi die Gele wurden die Proteine
5min bei 90°C im Wasserbad zur vollstandigen Demertung erhitzt. Anschlieend wurden
je 20ul der Proteinproben auf die fertigen Gelegatrhgen und fur 1,5h bei 90V in
1xLammli-Laufpuffer [LOxLammli-Laufpuffer: 30.25griB, 144.25¢g Glycine, 10g SDS ad 1L
Aqua.dest] vertikal aufgetrennt. Zusatzlich zu &eaben wurden 8 eines ,prestained” EZ-

RunProtein Markers (Fischer Scientific) auf das Gdbatragen.

2.7.1.2 Western Blot

Die mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Pretemrden anschlieend fir 1h bei 100V
auf eine Nylonmembran (Thermo Scientific) im BlogNahren mittels eines Miniprotean 3-
Tank-Transferapparatur (BioRad) geblottet. Die sfarierten Proteine wurden anschlie3end
mit einer Ponceau-Ldsung (1% Ponceau S, 7% EisasdAgjua.dest.) auf den Membranen
angefarbt und zur Dokumentation fotografiert. Ansflend wurden die Membranen mit 5%
Milch-1XTBST pH 7.4 [10xTBST: 80g NaCl, 30g Tris,g2KCl ad 1l A.dest und
0,05%Tween20] fur 1h RT geblockt. Nach dem Blockemden die Membranen tber Nacht
mit dem monoklonalen Antikorper ERL:1000 (NCL-ER-66F11; Novo Castra) sowie dgém
Actin 1:10000 (A5441; Sigma) in 3% BSA-TBS (ohne éem) im Kuhlschrank inkubiert.
Am néachsten Tag wurden die Membranen 3x5min mitBIXT pH 7.4 (mit 0,05%Tween)

gewaschen und danach mit einem Meerrettich-Persai#tanjugierten Ziege AntiMaus-
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Sekundarantikérper 1:5000 (A5278; Sigma) in 3% BRST (0,05% Tween) fur 1h RT
inkubiert. Danach wurden die Membranen 3x je 15mih PBST (0,05%Tween20) gewa-
schen und die Proteinbanden mittels ECL WesteritiB¢pSubstrate (32209; Pierce; Thermo
Scientific) auf Rontgenfiime{CL-X Posure, Thermo Scientific) im Dunkelraum ghudr

gemacht.

2.7.2. Analyse des unspezifischen, MAPK-vermittelteSignalwegs

Die nicht-genomische E2-vermittelte Wirkungsweisa ER erfolgt tber eine Phosphorylie-
rung des Serinrestes an der Aminosaure 118 unaiedwalie Aktivierung von ERK1/2, wel-
che Proliferation und Differenzierung reguliert.

Die Aktivierung von ERK1/2 erfolgt uber eine spésthe Phosphorylierung zweier Amino-
saurereste (Thr-183 und Tyr-185) durch MEK1/2, eisgezifischen MAPKK. Durch den
Einsatz des spezifischen MEK1/2 Inhibitors U012@&l(Signaling, Danvers, USA) kann die
Aktivierung von ERK1/2 verhindert werden.

Um herauszufinden, ob Xenoestrogene in der Lagk siit dem MAPK-Signalweg zu inter-
ferieren, wurden Zellen mit PCB153, p,p"’DOHCH, oder mit dem Phytoestrogen Coum-
estrol oder mit E2 als Kontrolle in verschiedenesngentrationen (100pg/ml und 100ng/ml)
mit und ohne den Inhibitor U0126 (3uM) inkubiertirkliese Versuche wurden die Zellen auf
Zellkulturschalen (Sarstedt) in einer Zellzahl vbrl(® in 10ml Vollmedium angesetzt. Am
nachsten Tag wurde das Mediumg gegen 10ml hormesfiMedium ausgetauscht. Nach 6h
Prainkubation erfolgte die Exposition der Zellert dén Testsubstanzen. Als Kontrollen dien-
ten mit gestripptem Medium inkubierte bzw. eine enitsprechendem Lésungsmittel des Xe-
noestrogens behandelte Zellen. Nach 48h Inkubatemle das Medium abgenommen, die
Zellen einmal mit 1XPBS gewaschen und je SchaleHomhonfreies Medium mit 10% FKS
zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschatioen Untergrund vollstandig abgelost
und in ein 2ml Eppendorfgefal auf Eis Uberfuhre Bellen wurden durch Zentrifugation fir
ca. 10s pelletiert, der Uberstand mit einer Paptpatte entfernt, das Zellpellet einmal mit
1xPBS gewaschen und erneut kurz abzentrifugiemhabia wurde der Uberstand vorsichtig
entfernt und die Zellen mit 150ul CAT-Lysepuffeb@nM TrisHCI, pH 7,5) durch vortexen
lysiert. Zur vollstandigen Lyse der Zellen wurdelesgé abwechselnd 5min auf Trockeneis
und 2min in ein 37°C vorgeheizten Thermoblock gasé&ieser Prozess wurde drei Mal wie-
derholt, wodurch es zum Aufplatzten der Zellen kamd ein Gesamtzellproteinextrakt ent-
stand. AbschlieRend wurden das Lysat 5min bei hécl8ufe und 4°C zentrifugiert und der

daraus resultierende Uberstand in ein neues 1,fpértloftgefal tberfuhrt. AbschlieRend
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wurde der Proteingehalt der Lysate mittels Braddoedyse (BioRad) und photometrischer
Messung bei 595nm im Spektralphotometer ermitéele Proben wurden dann mit CAT-
Lysepuffer auf die gleiche Proteinkonzentration g/ul) eingestellt. 10ul Proteinproben
wurden anschlie@end mit 5ul 4xAuftragspuffer [IMisHCI (pH 7,0), 10% SDS, 0,1%
Bromphenolblau, 20% Glycerin, 5% MercaptoethanoAgua.dest] gemischt und die auf-
tragsfertigen Proben bei -20°C im Tiefkuhlschram#tagert. Die SDS-PAGE und die Wes-
ternblotanalyse erfolgte wie unter 2.7.1.1 und12Z’beschrieben, aul3er das als die Proteine
auf Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membranen (Millipojetransfiziert wurden. Vor dem Pro-
teintransfer wurde die PVDF-Membran durch 5min-Inktion in Methanol aktiviert. Nach
dem Transfer der Proteine wurde die Membran w #titNilch-1xWaschpuffer [5,8g NaCl,
10ml 1M TrisHCI (pH 7,5), 2ml 0,5M EDTA (pH 8,0) aéd A.dest und 0,05%Tween20] fur
10min bei RT geblockt. Zum Nachweis der ERK1/2-#&igiung wurden die Primarantikor-
per Anti-ERK1/2- und Anti-Phospho-ERK1/2- (Cell 8&ing) in einer 1:2000 Verdinnung
verwendet. Als Sekundéarantikorper diente ein Ardihlachen-Meerrettich-Peroxidase-
konjugierter Antikorper (HRP-linked 1gG, Cell Sigmay), ebenfalls in einer 1:2000 Verdin-
nung. Die Detektion der 42 und 44 kDa grof3en PholSRiK1/2- bzw. der ERK1/2-Proteine

als Kontrolle erfolgte in weiteren Schritten wieten2.7.1.2 beschrieben.

2.8 Quantitative RT-PCR-Analysen

Zur Untersuchung des Einflusses von Xenoestroganémlie Expression bestimmter Gene,
wurde die quantitative RT-PCR durchgefiuhrt. Dafiirden Zellen beider untersuchter Zell-
typen fur 24h mit PCB153 und E2 gleicher Konzemra{100ng/ml) sowie mit ICI 187280
(1uM) unter normalen Kulturbedingungen inkubieradN Ablauf der Inkubationszeit wurde,
wie im Kapitel 2.8.2 beschrieben, die Gesamt-RNAZkdlen isoliert sowie eine cDNA her-
gestellt (siehe 2.8.3).. Die fur die qRT-PCR verdeten Primer sind in der Tab. 2.6.1 aufge-

listet.

2.8.1 Verwendete Primer

Alle in diesem Kapitel verwendeten Primer wurden WdWG Biotech (Ebersfeld) oder Roth
(Karlsruhe) bezogen. Bei der Auswahl der Primereagan wurde darauf geachtet, dass diese
die Exongrenzen uberspannen, um nur die Detektdrrgdsplicten mRNA zu ermdglichen.
Im Falle der Bildung von Primer-Dimeren wurde detrbffene Primer ersetzt. Die Primerse-
guenzen sind in Tabelle 2.8.1 aufgefuhrt. Eine &tkig der Gensymbole erfolgt im entspre-
chenden Ergebnisteil.
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Gensymbol:  Forwardprimer: Reversprimer:

(Sequenzen der Primer in5"3" Richtung)
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC
HPRT GGACAGGACTGAACGTCTTGC TGAGCACACAGAGGGCTACAA
ERa ATCTGCAGGGAGAGGAGT TTCTCTTCCAGAGACTTC
ERP CAAGAACCGGCGTAAAAGCT TCCTACTTCGTAACACTTGCGAAG
AhR TATCAGTGCCAGCCAGAACCT TTGTACTGCATCTGACCCACGT
ARNT CATGGCGGCGACTACTGCCA TGAAATTCCAGGTCCAGA
GPR30 TTCCTCTCGTGCCTCTACACC GCCCACAAAGCCGATGG
Ki67 AACTATTATTGATCGTTC TTGAGACACGACGTGCTG
EGFR AGTCGGGCTCTGGAGGAA TCTGATGATCTGCAGGTT
MMP9 CCCGGACCAAGGATACAGTTT GGAATGATCTAAGCCCAGCG
VEGF AAGGAGGAGGGCAGAATCAT CACACAGGATGGCTTGAAGA
CYP1Al AGGACTAGGGCTGGAGTGAG CAAGCATGCAAGCTCAATG
SOCS CTCTCCTGGTTGGCTTCTTG GTGGCCACTCTTCAGCATCT
COX-2 GCACCTTGCTGGCAGGGTT TCTGTACTGCGGGTGGAACAT
PAI-1 GGCCATGGAACAAGGATGAGA GACCAGCTTCAGATCCCGCT
uPA ATTCCTGCCAGGGAGACTCAG CCAGTCAAAGTCATGCGGC

Tab. 2.8.1 Liste der fur die gRT-PCR verwendeten Rmer. Die vollstandigen Genbezeichnungen
der hier aufgelisteten Gensymbole wurden im ent$meden Ergebnisteil (siehe 3.4) aufgelistet.

2.8.2 Gesamt-RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem Total RNA Istilan Spin-Kit (AppliChem, Darmstadt)
nach Angaben des Herstellers. Zellen wurden in détaizellkulturschalen (100x20mm,
Sarstedt) geziichtet. Nach Entfernung des MediundevuZellen zweimal mit 1XPBS gewa-
schen. Danach wurden die Zellen mittels Zellschalirekt in der Zellkulturschale mit 800ul
Lysepuffer lysiert und in 1,5ml Eppendorfgefal3eriilftart. Zur vollstandigen Lysierung wur-
de fur 5min bei 50°C inkubiert. Anschlie3end ertelglie Zugabe von je 200ul Chloroform
mit sofortigem Vortexen der Proben fur 20sec unschhelRender Zentrifugation fir 10min
bei 14000rpm und 4°C. Wahrend des Zentrifuatiorm#tsel wurden jeweils die mit 250ul
Isopropanol gefillten Eppendorfgefal3e vorbereitetyelche die wassrigen Phasen der Pro-
ben nach erfolgter Zentrifugation tUberfihrt wurdéor Ausfallung der Nukleinsauren wur-
den die Proben mehrmals geschittelt und auf Nudeire-bindende Saulen gegeben. Es
folgte eine erneute Zentrifugation fir 1min bei @@fpm bei RT. Danach wurden die Proben
zweimal mit 700ul Waschlésung auf den Saulen geleasand erneut wie oben beschrieben
abzentrifugiert. Zur Eluierung der RNA wurden digun in ein neues 1,5ml Eppendorfge-
fale Uberfihrt und mit je 25ul DEPC-behandeltemaiigst. fur 3min auf den S&ulen bei RT
inkubiert. Nach Inkubation erfolgte eine letzte Hdngation der Saulen fir 1min bei
14000rpm RTDie Konzentration der RNA wurde mit dehotometer Ultrospec 1000 (Phar-
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macia Biotech) bestimmt. Die RNA-Proben wurden dafiivor mit Aquadest. 1:100 ver-
dinnt. Die Messung erfolgte bei 260nm in einer @kiavette, wobei ein OD260=1 einer
RNA Konzentration von 40ngl entspricht. Zusatzlich wurde eine Messung bein280

durchgefuhrt. Der Quotient aus der gemessenen ORidreWellenlange von 260nm und
280nm zeigt eine eventuelle ProteinverunreiniguegRINA an, wobei der Quotient der ver-

wendeten RNA meist zwischen 1,7 und 2,0 lag.

2.8.3 Agarose-Gelelektrophorese

Um die RNA-Qualitat zu Uberprufen, wurde die RNA iilfe einer Gelelektrophorese auf-
getrennt. Scharfe 28S- und 18S- rRNA Banden zeigiteass die RNA nicht degradiert war.
Die Auftrennung der Gesamt-RNA nach Molekulargewietiolgte in einem 1 %-igen Aga-

rosegel in. Die 1XTAE-Puffer gelost und. Die Gekilephorese erfolgte in einer horizontalen
Elektrophoresekammer im 1xTAE-Laufpuffer bei 900 €a. 30 min.

PCR-Produkte wurde in 1.8%igen Agarosegelen awggetr Als GréRenmarker diente eine
1kb DNA-Leiter (O"GeneRuler 50bp DNA Ladder, MBIrReentas, St. Leon-Rot). Anschlie-
Rend wurde das Gel fur 15min in EthidiumbromidldasRig/ml) inkubiert, gewaschen und

fotografiert.

2.8.4 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurden die RNA-Proben aué dfonzentration von 1ug/10ul ein-
gestellt Danach wurde jede Probe mit 1ul 10mM dWIiR (MBI Fermentas, St. Leon-Roth)
1pl 25uM Random Nonamers (Sigma, TaufkirchenjlORNAsin (Promega) und 0,5ul
DEPC-behandeltem A.dest. auf versetzt, fir 5min6dEC inkubiert und anschlie3end sofort
im Eiswasser abgekuhlt. Danach wurdeh 3k FirstStrand Buffer undi2 0.1M DTT hinzu-
gefligt. Anschliel3end erfolgte die Anlagerung demBr (Annealing) wahrend der Inkubation
bei 25°C fur 2min. Nach Zugabe voplSuperscript I| RNase HReverse Transcriptase (In-
vitrogen, Karlsruhe) erfolgte die Synthese der cDéiiAch sequentielle Inkubation bei 25°C
fur 10min, und 45°C fur 50min. AnschlieBend wurdedh Inkubation bei 70°C fir 15min
die Synthese gestoppt. Die somit erhaltene cDNAdenis zur Verwendung bei -20°C gela-
gert.

2.8.5 Quantitative Real-Time-Polymerase Kettenreakbn (QRT-PCR)
Die gRT-PCRs wurden mit Hilfe des Absolute QPCR RYBreen Fluorescein Mix (Abge-
ne, Surrey,UK) durchgefuhrt. Dafur wurde fir jed2dul Reaktionsansatz je QlOSYBR
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Green Fluorescein Mix, 2 einer 1:20 verdinnten cDNAuBNuklease-freiem Wasser (Fer-
mentas) sowie je 2,6 der jeweiligen Primerldsung (5pmol) gemischt.eimtsprechende 8er
Thermotubestreifen (PeqLab, Erlangen) gefillt undinem iCycler (Biorad, Hercules, Cali-
fornia, USA) inkubiert bzw. analysiert. Folgendeki&n wurden durchgefihrt:

1. Initiale Denaturierung: 95°C 15min

2. Denaturierung: 95°C 15s

3. Annealing: 60°C 1min ] 40 Zyklen
4. Elongation: 72°C 1min

5. Kuhlung: 4°Co

(Schmelzkurve: in 0,5 °C Schritten 5 sec je Schigt99 °C)

Jede Messung erfolgte als Doppelansatz. Die Ergebrwurden mit der iCycler iQ Optical
System Software (Version 3.1) von Biorad analysiBer relative RNA-Gehalt der Proben

2*%Y_Methode anhand der Ct-Werte der automatisch vemSbftware

wurde mit der ¢
analysierten Treshold Cycles bestimmt. Die PCR-&kted wurden gelegentlich nach einer
gRT-PCR auf ein Agarose-Gel aufgetragen und zunbwntation fotografiert. Die zu jedem
Primerpaar gehdrige erhaltene Schmelzkurve alld®R P@dukte wurde nach erfolgter qRT-
PCR analysiert um eine eventuelle Bildung von PriDieneren auszuschlielen, da diese
sonst das Ergebnis verfalschen wirden.
Zur Normalisierung wurden die beiden Housekeepieg&s GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) und HPRT (Hypoxanthin-Ploodgsyl-Transferase) zur Norma-
lisierung eingesetzt. Es wurde der Mittelwert dmvgiligen Doppelansatze aus Gen (X) bzw.
Normalisierungsgen (N) verwendet. Der Algorithmastéte wie folgt:

1. (Xa+Xp) * e = X

2. (Ni+Np) *%2 =N

3. Expression =%

2.9 Zweikammerfilter-Motilittsassay

Um herauszufinden, ob Xenoestrogene auch in dee sagl die Motilitat von Zellen erho-
hen, wurde bei hTERT-EEC Zellen ein Zweikammenfiéotilitatsassay mit PCB153-,
PCB126- und TCDD-Inkubationen durchgefuhrt.

Hierfur wurden 12-Well Zellkulturplatten (Costarp@enheim) und Filtereinsatzen mit einer
Polykarbonat-Filtermembran und einer Porengréf3e M2mm eingesetzt. Die hTERT-EEC
Zellen wurden 24h mit PCB153 (100ng/ml) in einelliddturflasche préainkubatiert. An-
schlieBend wurden die Zellen in einer Zelldichte &x10 Zellen/Well auf die Filterinserts

gegeben, wobei je drei Filtereinsatze wurden pratsibbstanz verwendet wurden. Die Zellen
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verblieben dann fir weitere 18h in den Wells mitBR63, PCB126 (beide 100ng/ml) und
TCDD (10nM) in hormonfreiem Medium unter normaleellKulturbedingungen. Eine Kon-
trolle mit der entsprechenden Menge an Losungsimittede ebenfalls mitgefihrt. Nach Ab-
lauf der Inkubationszeit wurden die die Filtereimsdaus den Wells entnommen und die Zel-
len auf der oberen Seite des Filters mit einem &g#&ibchen vorsichtig entfernt. Nach dem
Waschen der Filterunterseite mit gekuhltem 1xPB®& iiperschissigem PBS entfernt. Um-
gehend wurden die Filter sodann fir 5min in PBSHdeol und danach fir weitere 15min in
reinem Methanol fixiert. AnschlieRend wurden die dar Unterseite der Filtermembran fi-
xierten Zellen mit Toluidinblau (0,1% in 2,5% Natmkarbonat) fir 45min bei RT angefarbt.
AnschlieRend wurden die Zellen auf den Membraner@tacher VergroZerung im Mikro-
skop (Zeiss) gezahlt, wobei jeweils funf ausgeziRlachen/Filter fur jede Testsubstanz aus-
gezahlt und die Anzahl der migrierten Zellen gedenFilterflache normalisiert wurden. Die
Anzahl der mirgierten Zellen/Filter wurde mittlesxdel-Programm fur die jeweiligen

Testsubstanzen zusammen dargestellt.

2.10 Statistische Auswertungen

Zur Bestimmung der signifikanten Abweichung zwistlien einzelnen Datenmengen wurde
der Student‘s-Test fur unverbundene Stichproben bzw. ANOVA gen(itp < 0,05; ** p <
0,001). Die Versuchswiederholungen der aufgefuhBgperimente (n) sind jeweils in den

Abbildungen mit angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Xenoestrogenwirkung auf Zellwachstum und Prolération

Estrogene besitzen wachstumstimulierende Wirkurfgeda-exprimierende Zelllinien, wie
MCF-7 Brustkrebszellen. Um zu testen, inwieweit Hienoestrogene PCB153, p,p’'DDE,
HCH und das Phytoestrogen Coumestrol ebenfallsdashstum und die Proliferation sol-
cher Zellen anregen, wurden Sulforhodamin B-Asshyshgefuhrt, der Status des Prolifera-
tionsmarkers Ki67 und der BrdU-Einbau in die DNAenmsucht. Um die Beteiligung des ERs
an einem moglichen wachstums- und proliferatiorddtmden Effektes dieser Substanzen zu
beurteilen, wurde in einem Parallelansatz die Aétwon ER durch das Antiestrogen ICI
182780 blockiert.

3.1.1 Sulforhodamin B Assay (SRBA) mit dem ER-Inhitior ICI 182780
Der Einfluss von PCB153, p,p'DDB;HCH, Coumestrol und E2 in Gegenwart und Abwe-
senheit von ICI 182780 auf das Wachstum von Endaoonmetellen (hTERT-EEC-Zellen,
RLU95-2-Zellen und Priméarzellen aus Endometriosel&ixtaten) wurde untersucht. Das
relative Zellwachstum wurde nach 96h mit Hilfe Gedforhodamin B-Assays bestimmt.
Die Zelllinie hTERT-EEC sprach generell auf alldegeten Substanzen in Abwesenheit des
Inhibitors ICI 182780 mit einer deutliche Zunahnes delativen Wachstums im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle an (Abb. 3.1.1.1 A-E). Diédhsten Wachstumssteigerungen ergaben
sich durch Inkubation mit E2 (Abb. 3.1.1.1 E). Hierwar das Wachstum Uber den gesamten
getesteten Konzentrationsbereich von 1pg/ml-1p&2nsignifikant auf einen ahnlichen Wert
erhdht. Durch Koinkubation von E2 mit ICI 182780nkte diese Wachstumszunahme ge-
hemmt werden. Das Ausmaf dieser Hemmung nahm eigesider E2-Konzentration ab,
was, auf eine kompetitive Hemmung des ERs durchlB2[780 hinweist. Eine &hnlich hohe
signifikante Wachstumssteigerung erzielte eine 96kubation mit dem Xenoestrogen
PCB153 (Abb. 3.1.1.1 A). Auch hier konnte das Waaimsdurch Zugabe des ER-Inhibitors
ICl 182780 gehemmt werden. Interessanterweise wemedHemmung tber den gesamten
gemessen Konzentrationsbereich gleich stark. Dame&rogen p,p’DDE erzeugte ebenfalls
uber den gemessenen Konzentrationsbereich eine sfacssteigerungen. Diese waren je-
doch aufgrund zu hoher Standardabweichungen stahisticht signifikant (Abb. 3.1.1.1 B).
Auch diese Wachstumssteigerungen konnten durch1B2780 blockiert werden. Diese
Hemmung war bei 100pg/ml p,p’'DDE statistisch sigaifit. Bei 3-HCH zeigten sich signifi-
kante wachstumssteigernde Effekte bei den Konzsmtien von 100ng/ml bis 1pg/ml. Diese
Erhéhungen im Wachstum konnten durch den ER-Irdnibsignifikant gehemmt werden.
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Auch das Phytoestrogen Coumestrol zeigte wachstiudesihde Wirkung. Das Ausmal} die-
ser Wirkung anderte sich mit der Konzentration 8ebstanz. Die Dosis-Wirkungskurve
scheint, anders als bei den anderen Substanzesn sigmoiden Verlauf zu nehmen (Abb.
3.1.1.1 D). Auch die wachstumsfordernde Wirkung @Gmumestrol konnte durch ICI 182780
signifikant gehemmt werden. Diese Daten zeigens d&s getesteten Xenoestrogene und das
getestete Phytoestrogen ahnlich wie Estradiol dashatum der hTERT-EEC-Zellline in
einer ER-abhangigen Weise stimuliert.
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Abb. 3.1.1.1 A-E: Relatives Wachstum nach Testsulzsizinkubation mit und ohne ICI 182780

bei hTERT-EEC im SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von Zeflenaus primarem
Endometrium generierten Zelllinie hTERT-EEC nachh 9kubation mit den Xenoestrogenen
PCB153 (A), p,p'DDE (B), (Cp-HCH , dem Phytoestrogen Coumestrol (D) sowie nzitals Kon-
trolle (E) im Sulforhodamin B Assay (SRBA). HellalRen entsprechen der Koinkubation der jewei-
ligen Testsubstanz mit dem ER-Inhibitor und ICI1827m Vergleich zur Testsubstanzinkubation
ohne Inhibitor (dunkle Balken). Alle Werte wurdegiativ zum Kontrollwert (Vehicle=1) aufgetragen,
zusétzlich wurden Kontrollen fir den Inhibitor IGR780 (1uM) sowie unbehandeltes, hormonfreies
Medium mitgefiihrt (graue Balken). Statistisch sifgainte Unterschiede der gemessenen Testsub-
stanzkonzentrationen gegeniiber den jeweiligen Lgsuittelkontrollen wurden direkt iber dem Bal-
ken dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Stassh signifikante Unterschiede der einzelnen Tdstsu
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stanzkonzentrationen mit Inhibitor gegeniber ohiesain, wurden mit speziellen Klammern, welcher
die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzwiemhibitor zusammenfassen, dargestellt, (n=3).

Bei den Primérzellen aus Endometriose-Explantatggten sich generell keine messbaren
Wachstumsveranderungen durch die getesteten Sabsté@Abb. 3.1.1.2). Schwache, signifi-
kante Verédnderungen zeigte sich bei diesen Zellenfir das Phytoestrogen Coumestrol
beim Vergleich Coumestrol gegeniiber Coumestrol fisl82780 (Abb. 3.1.1.2 D). Auch
zwischen E2 und E2 plus ICI 182780 konnten verdntzénterschiede festgestellt werden
(Abb. 3.1.1.2 E).

=
w

_ Dg.
M ohne ICI182780 5 W ohne ICI182780 #
| mit ICI82780 4 mit1C1182780
a 4

Relatives Wachstum
w
w

Bs . i ohne 1C1182780 7 Wohne IC1182780
L mit ICI182780 W mit ICI182780
£ 4 4
2
2
S 3 4 3
2
22 24
&
&1 4 | I I I Ll ‘1 m 1H
0 - - 0
o A Y 3 3 > S >
5 7 uohne IC1182780 é‘}e %\@ &c\ q“‘f %\@ &.\ Q’\@ Q?‘)& 'i\%o é“b@
H mit 1C1182780 W A ¥ A oF A AP
»$ » & o)
4 4 b3 » N
&
&
(4}
3 4 ‘{.\
‘\D

Relatives Wachstum

Abb. 3.1.1.2 A-E: Relatives Wachstum nach Testsulzsizinkubation mit und ohne ICI 182780

bei Zellen aus primadren Endometriose-Explantaten imSRBA. Dargestellt wurde das relative
Wachstum von Endometriose-Primarzellen nach 96lubation mit den Xenoestrogenen PCB153
(A), p,p’'DDE (B),p-HCH (C), dem Phytoestrogen Coumestrol (D) sowieEgi als Kontrolle (E) im
Sulforhodamin B Assay (SRBA). Helle Balken entspieatder Koinkubation der jeweiligen Testsub-
stanz mit dem ER-Inhibitor ICI1182780 im Vergleiahr ZTestsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunk-
le Balken). Alle Werte wurden relativ zum Kontrobw (Vehicle=1) aufgetragen, zusatzlich wurden
Kontrollen fur den Inhibitor IC1182780 (1puM) sowimbehandeltes, hormonfreies Medium mitgefiihrt
(graue Balken). Statistisch signifikante Untersdkieder gemessenen Testsubstanzkonzentrationen
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gegenuber den jeweiligen Losungsmittelkontrollenrden direkt Gber den Balken dargestellt (* p <
0,05; ** p < 0,001), (n=5).

Bei Zellen der Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95zRigte sich nach 96h Testsubstanz-
einwirkung ein &hnliches Bild wie bei den Priméleelaus Endometriose-Explantaten. Signi-
fikante Veranderungen des relativen Wachstumseeigjch bei diesem Zelltyp bei bestimm-
ten Konzentrationen von p,p’'DDE und E2 (Abb. 33 B .und E).
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Abb. 3.1.1.3 A-E: Relatives Wachstum nach Testsulzsizinkubation mit und ohne ICI 182780
bei RLU95-2 im SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von RLU29Bellen nach 96h
Inkubation mit den Xenoestrogenen PCB153 (A CH (B), p,p'DDE (C), dem Phytoestrogen Co-
umestrol (D) sowie mit E2 als Kontrolle (E) im Sufiodamin B Assay (SRBA). Helle Balken ent-
sprechen der Koinkubation der jeweiligen Testsulzstait dem ER-Inhibitor 1C1182780 im Vergleich
zur Testsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunk&kBn). Alle Werte wurden relativ zu den Kon-
trollwerten (Vehicle=1) aufgetragen, zusatzlich gdem Kontrollen fir den Inhibitor 1C1182780 (1uM)
sowie unbehandeltes, hormonfreies Medium mitgef(dretue Balken). Statistisch signifikante Unter-
schiede der gemessenen Testsubstanzkonzentragegeniiber den jeweiligen Losungsmittelkontrol-
len wurden direkt Gber dem Balken dargestellt & p,05). Statistisch signifikante Unterschiede der
einzelnen Testsubstanzkonzentrationen mit Inhikgegeniber ohne diesem, wurden mit speziellen
Klammern, welcher die jeweilige Testsubstanzkonagioin mit bzw. ohne Inhibitor zusammenfassen,
dargestellt, (n=3).
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3 Ergebnisse

Dabei erwies sich auch bei diesem Zelltyp ICI 1&8%&mmend auf die Effekte von
p,p'DDE- und E2. AuRRerdem wirkte p,p’DDE bei eikenzentration von 100pg/ml schwach

wachstumsfordernd.

3.1.2 Proliferationsverhalten unter Xenoestrogeneiituss

Der Einfluss der Xenoestrogene auf die Proliferatiwn Zellen wurde am Beispiel von
PCB153 getestet. Zuerst wurde immuncytochemisclEgpression des Proliferationsmarkers
Ki67 bei der Brustkrebszelllinie MCF7 sowie derniten Zelllinie hTERT-EEC analysiert.
Durch Inkubation mit dem Xenoestrogen PCB153 bas. ldormons E2 als positive Kontrol-
le wurden Verénderungen in den Farbungsintensitditsses Markers gemessen. Anhand der
Auszahlung der unterschiedlich gefarbten Zellen @gamoglich, den proliferativen Effekt der
getesteten Substanzen mit Hilfe eines Ki67-Scoresrmitteln (Kapitel 3.1.2.1). Anschlie-
Rend wurde mittelges nichtradioaktiveb-Bromo-2"-Deoxyuridin (BrdU) die DNA-Synthese
unter Testsubstanzeinfluss bei zwei Mammakarzinefiizien, der ER-positiven MCF7
sowie der ER-negativen MDA-MB-231 gemessen (Kapitel 3.1.2.2).

3.1.2.1 Expression des Proliferationsmarkers Ki67

3.1.2.1.1 Ki67-Expression in Brustkrebszellen bei i und Abwesenheit von PCB153

oder E2

Zur Evaluierung des Einflusses von PCB153 und H2dauKi67-Expression, wurden die
ERa undp positive Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 verwendet.

Ki67 konnte im Kern von MCF-7 Zellen nachgewieseeraden. Nur wenige Zellen wurden
waren deutlich Ki67-positiv. (Abb. 3.1.2.1.1.1).6Kkpositive Zellen gelten als proliferativ
aktive Zellen.

% - ~
¥ 3 B =

Abb. 3.1.2.1.1.1: Immuncytochemische Darstellung deProliferationsmarkers Ki67 in MCF7-

Zellen. Darstellung Ki67-positiver Zellkerne bei MCF7-Zellenach Inkubation mit hormonfreiem
Medium und Immuncytochemie mit dem monoklonaleniAi67 Primarantikbrper Mib-1 (1:10;
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3 Ergebnisse

Dianova). In der Negativkontrolle (kleines Bild) wien Zellen unter gleichen Bedingungen behan-
delt, jedoch ohne Priméarantikorper. Bei allen Zeleurdemit Hamatoxylin eine€Gegenfarbung der
Kerne durchgefiihr{40xVergréRerung)

Die im Kern von MCF7-Zellen immuncytochemisch naehgsene Proteinexpression von
Ki-67 zeigte sich Uber den gesamten getestetendarationsbereich von PCB153 (10pg/ml-
1pg/ml) gegentiber der Losungsmittelkontrolle erh@hes spiegelte sich in signifikant er-
hohten Ki-67 Scores fur die PCB153-Konzentratiod®Apg/ml, 100ng/ml und 1pg/ml wie-
der (Abb. 3.1.2.1.1.2 A). Auch bei der Positivkatie E2 war ein erhéhter Ki67-Score er-
kennbar (Abb. 3.1.2.1.1.2 B). Fur PCB153 konntesg@samt hohere Ki67-Scores als fur E2
gemessen werden. PCB153 hatte schon bei 100pgien grol3en Effekt auf die Zellen, was
sich in einem hohen Ki67-Score zeigte. Selbst Erhung der PCB153-Konzentration auf
1pg/ml brachte kaum eine weitere Erhohung des IS6dres.Bei der Positivkontrolle mit
dem Hormon E2 wurde ein schwach-biphasischer Vedau Score-Zunahme mit Peaks bei
100pg/ml (204,75) und 10ng/ml (205) verzeichnet{AB.1.2.1.1.2 B).
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Abb. 3.1.2.1.1.2 A und B:Ki67-Scores bei MCF7Dargestellt sind die Ki67-Scores als Indikatoren
fur Proliferation bei der Brustkrebszelllinie MCgémessen nach einer 72h Inkubation mit dem Xe-
noestrogen PCB153 (A, blau) sowie E2 (B, rot) atsitt/kontrolle. Fir beide Testsubstanzen
PCB153 und E2 wurden innerhalb des in Zehnerpothmirten gemessenen Konzentrationsbereichs
von 10pg/ml bis 1pg/ml sowohl eine Losungsmittetkolte (Vehicle) als auch eine unbehandelte
Kontrolle mit hormonfreiem Medium (unbehandelt) gefiihrt. Statistisch signifikante Unterschiede
der gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegefaidgisungsmittelkontrolle (Vehicle) wurden
direkt Gber dem Balken dargestellt (* p < 0,055Zn

3.1.2.1.2 Ki67-Expression nach Inkubation mit PCB15 und E2 in hTERT-EEC Zellen

Zur Evaluierung einer mdglicherweise durch XenaEstn- bzw. Hormonwirkung verander-
ten Proliferation bei uterinen Zellen, wurde die6RKiExpression nach 72h Inkubation mit
dem Xenoestrogen PCB153 und E2 an der endometizaiimie hTERT-EEC untersucht.
Die hTERT-EEC Zellen exprimieren beide Estrogenpézdypen und reagieren daher hor-

monsensitiv.
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Ahnlich wie bei MCF-7 Zellen, lieRen sich auch b8 ERT-EEC Zellen Ki67-positive Kerne
nachweisen (nicht dargestellt). Auch hier waren uierschiedlich stark proliferierenden
Zellen, sehr gut durch ihre verschieden, intensivgefarbten Zellkerne voneinander unter-
scheidbar, wodurch die Berechnung des der Ki67€5aach in diesem Zelltyp gut méglich
war. Die bei hTERT-EEC-Zellen gemessenen Ki67-Scaegten sich Gber den gesamten
Konzentrationsbereich von 10pg/ml-1pug/ml sowohl BEB153 und Uber fast den gesamten
Konzentrationsbereich bei der Positivkontrolle E26ét (Abb. 3.1.2.1.2 A und B). Innerhalb
der in Zehnerpotenzschritten gemessenen Konzemteatifir PCB153 verlief die Erh6hung
des Ki67-Scores stufenweise. Hierbei wurde derifdigimt hochste erreichte Score mit 195
bei 100ng/ml PCB153 im Vergleich zum Score von 633jer Losungsmittelkontrolle (Ve-
hicle) gemessen (Abb. 3.1.2.1.2 Aer Verlauf der Score-Zunahme bei der Positivkdigro
E2 war deutlich biphasisch mit Peaks bei 10pg/89(25) und 100ng/ml (196,25) verglichen
zum Score des Vehicles von 137 (Abb. 3.1.2.1.2 B).
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Abb. 3.1.2.1.2 A und B: Ki67-Scores bei hTERT-EECDargestellt sind die Ki67-Scores als Indika-
toren fir Proliferation bei der uterinen Zelllii@ERT-EEC gemessen nach einer 72h Inkubation mit
dem Xenoestrogen PCB153 (A) und E2 (B) als Positiolle. Fiir beide Testsubstanzen PCB153
und E2 wurden innerhalb des in Zehnerpotenzschrigemessenen Konzentrationsbereichs von
10pg/ml bis 1pg/ml sowohl eine Losungsmittelkorerd@ehicle) als auch eine unbehandelte Kon-
trolle mit hormonfreiem Medium (unbehandelt) mitgieft. Statistisch signifikante Unterschiede der
gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegenubdardsiengsmittelkontrolle (Vehicle) wurden
direkt Gber dem Balken dargestellt (* p < 0,055Zn

3.1.2.2 BrdU-Assay

Der Einbau des nichtradioaktivérBromo-2"-Deoxyuridin (BrdU) in die DNA ist eingihfig
angewandte Methode zum Nachweis der DNA-SynthedeZetiproliferation. Mit Hilfe des
BrdU-Assays wurde der Einfluss von drei ausgewahKenzentrationen PCB153 im Ver-
gleich zu E2 als Kontrolle bei MCF7 und MDA-MB-28tustkrebszelllinien analysiert.
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Beim Betrachten des relativen BrdU-Einbaus in ddADvon MCF7-Zellen nach PCB153-
Inkubation im Vergleich zu E2, zeigten sich im Adigeinen haufiger signifikante Verande-
rungen unter dem Einfluss von E2 (Abb. 3.1.2.2.E)ABie im Vergleich zur Losungsmittel-
bzw. unbehandelten Kontrolle hdchsten proliferativieffekte, konnten durch eine 72-
stundige Inkubation von E2 bei allen drei untersehZellzahlen gemessen werden (Abb.
3.1.2.2.1 E: [1,16 far 4,0x¥mzw. 1,18 fur 1,5x10Zellen pro Well] bei 10pg/ml E2, [1,35
fur 4,0x10; 1,23 fiir 8,0x18 bzw. 1,2 fiir 1,5x1bZellen pro Well] bei 1ng/ml E2 und [1,24
fur 4,0x16 bzw. 1,28 fiir 8,0x10Zellen pro Well] bei 100ng/ml E2). Es konnten jedo
schon nach 48h Inkubation mit E2 schwache signitikdroliferationssteigerungen gemessen
werden (Abb. 3.1.2.2.1 D: [1,14 fiir 1,5X1Zellen pro Well] bei 10pg/ml E2 und [1,16 fiir
1,5x10d Zellen pro Well] bei 1ng/ml E2). Aber auch nach€6ndiger E2-Inkubation war ein
geringer wachstumsfordernder Effekt noch messbab(8.1.2.2.1 F: [1,11 1,5x1€ur zel-
len pro Well] bei 10pg/ml E2 und [1,16 fiir 1,5X%llen pro Well] bei 100ng/ml E2).
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Abb. 3.1.2.2.1 A-F: Relativer BrdU-Einbau in die DM von MCF7 Zellen unter PCB153- und
E2-Einfluss. Der Einbau des nichtradioaktiven 5-Bromo-2"-Deoigiar (BrdU) in die DNA von
MCF7-Zellen, wurde mit Hilfe eines monoklonalenigBitdU-Antikorpers detektiert und Uber einen
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Enzym-konjugierten Sekundarantikorper gemessenh@®o®ie Zellen wurden in drei verschiedenen
Zellzahlen (4,0x1Y 8,0x10; 1,4x1d Zellen pro Well) eingesetzt und mit dem Xenoestro§CB153
(blau, A-C) sowie mit dem Hormon E2 (rot, D-F) &antrolle tiber einen Zeitraum von 48-96h inku-
biert und analysiert. Alle Werte wurden relativ Zuisungsmittelkontrolle aufgetragen (Vehicle=1).
Statistisch signifikante Unterschiede der gemessenestsubstanzkonzentrationen gegeniiber den
jeweiligen Lésungsmittelkontrollen wurden direkteiilem Balken dargestellt (* p < 0,05), (n=3).

Im Vergleich zu E2 wies die Inkubation der MCF748al mit dem Xenoestrogen
PCB153eine messbare signifikante Erhdhung in iDi¢A-Synthese erst nach 96h auf (Abb.
3.1.2.2.1 C: [1,11 fur 1,5xf@ellen pro Well] bei 10pg/ml E2 und [1,16 fiir 4,@Zellen
pro Well] bei 100ng/ml E2).

Die Inkubation der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231linden Testsubstanzen PCB153 und
E2 zeigte im Vergleich zur Losungsmittel- bzw. umdedelten Kontrolle geringe signifikante
Verédnderungen im BrdU-Einbdn die DNA dieser Zellen (Abb. 3.1.2.2.2 A-F). Hierlest
wies sich PCB153 als schwacher Induktor der Pmalifen und fiihrte nach 48 stiindiger In-
kubation zu einer signifikanten Erh6hung des redati BrdU-Einbaus (Abb. 3.1.2.2.2 B:
[1,16 fur 1,5x16Zellen pro Well] bei 1ng/ml PCB153).
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3 Ergebnisse

Abb. 3.1.2.2.2 A-F: Relativer BrdU-Einbau in die DM von MDA-MB-231 Zellen unter PCB153-

und E2-Einfluss. Der Einbau des nichtradioaktiven 5-Bromo-2"-Deoidgiar (BrdU) in die DNA von
MDA-MB-231-Zellen, wurde mit Hilfe eines monoklomal anti-BrdU-Antikdrpers detektiert und
Uber einen Enzym-konjugierten Sekundarantikérpenegsen (Roche). Die Zellen wurden in drei
verschiedenen Zellzahlen (1,5%1@,0x1G und 8,0x18 Zellen pro Well) eingesetzt und mit dem Xe-
noestrogen PCB153 (blau, A-C) sowie mit dem Horr&@n(rot, D-F) als Kontrolle Uber einen Zeit-
raum von 24-72h inkubiert und analysiert, Alle Véerturden relativ zur Losungsmittelkontrolle auf-
getragen (Vehicle=1). Statistisch signifikante Wsthiede der gemessenen Testsubstanzkonzentratio-
nen gegeniber den jeweiligen LosungsmittelkontnoNerden direkt Gber dem Balken dargestellt (* p

< 0,05), (n=3).

Der durch ICI 182780 ausgeltste inhibierende Effaldf das Xenoestrogen-vermittelte
Wachstum im SRBA, die erhéhte PCB153-vermitteltgrigssion des Proliferationsmarkers
Ki67, sowie der im BrdU-Assay nachweisbare prodifere Effekt der getesteten Substanzen,
sowie der Fakt, dass PCB153 und E2 in den ausgel&stekten einander sehr &hnlich wa-
ren, lasst auf eine Beteiligung von ER (genomisdizev. klassischer Weg) bei der Wirkung

von Xenoestrogenen und speziell von PCB153 schiiel3e

3. 2 Einfluss von PCB153 und E2 auf die ERE-abh&ngge Promotoraktivitat

Als nachstes wurde getestet, in wieweit Xenoestratgn Estrogenrezeptor direkt aktivieren
kdnnen und somit eine ERE-abhangige Transkriptionutieren. Dazu wurden Promotoras-
says mit ERE-abhangigen ,cis-acting elements* imnkstorbereich durchgefiihrt.

MCF7, MDA-MB-231 und hTERT-EEC Zellen wurden mitnem Firefly-Luziferase-
Expressionskonstrukt, welches ein spezifischesqggeh response element* (ERE) enthielt
sowie einem Renilla-Luziferase-Kontrollplasmid tséniert und fur 24h inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Aktivitaten der Firefly-Luziferaskeren Expression durch das ERE reguliert
wird, gemessen, sowie die Aktivitdt der Renilla-ifermse des Kontrollplasmids, deren Ex-
pression von einem konstitutiven SV40-Promotor aphiDie Renilla-Luziferaseaktivitat
wurde zur Normalisierung der Firefly-Luciferaseakét benutzt.

In den Zellen der beiden ERundp positiven Zelllinien MCF7 und hTERT-EEC zeigtelsic
durch PCB153 eine 12- bis 14-fache bzw. 7- bisdché Induktion der ERE-vermittelten
Promotoraktivitat nach 24-stiindiger Inkubation &00pg/ml bzw. 100ng/ml PCB153 (Abb.
3.2 A und C). Durch die Koinkubation von zwei véredenen PCB153-Konzentrationen mit
dem ER-Inhibitor ICI 182780 konnte die Promotoreikdit vollstindig gehemmt und sogar
unter das Kontrollniveau herabgesetzt werden. Blailhation der Zellen mit der Positivkon-
trolle E2 wurde im Vergleich zur L6sungsmittelkanite (Vehicle) eine ca. 20- bzw. 13- bis
15-fache Induktion der ERE-abhangigen Promotor##tigemessen (Abb. 3.2 A und C).

Auch hier wurde durch Koinkubation mit dem Inhibit€1 182780 die relative Promotorak-
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tivitat signifikant gehemmt. Die Unterschiede dérr fdie einzelnen PCB153- und E2-
Konzentrationen gemessenen Promotoraktivitditenumit ohne Beisein des Inhibitors ICI
182780 waren signifikant. Diese Signifikanzen wurdeder Abb. 3.2 speziell mit Klammern
dargestellt. Die Inkubation der Zellen mit dem hitor ICl 182780 allein zeigte ebenfalls
eine deutliche Reduktion der ERE-Promotoraktivittglichen zur Losungsmittelkontrolle
(Vehicle) bei beiden Zelltypen. Im Vergleich zu degiden ER-positiven Zelllinien waren bei
den Zellen der E&negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 PCB1532 Eind ICI
182780 nicht in der Lage, eine Veranderung derleaddromotoraktivitat im Vergleich zur
Losungsmittelkontrolle hervorzurufen (Abb. 3.2 B).
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Abb. 3.2 A, B und C: Basale ERE-Promotoraktivitéaten (relative Luciferase-Aktivitat, RLU)
nach 24h Inkubation mit PCB153 und E2 im Reportergrassay.Dargestellt wurde die relative
Promotoraktivitat des ,estrogen response elemgRE), reprasentiert durch die in den Zellen ge-
messene relative Luciferase-Aktivitat (RLU), naéih2nkubation mit PCB153 (blau) und E2 (rot) bei
den Brustkrebszelllinien MCF7 (A) und MDA-MB-231 XBowie der uterinen, aus Primarzellen des
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Endometriums generierten Zelllinie hTERT-EEC (Q.\Eurde als Positivkontrolle, der ER-Inhibitor

IC1182780 (4uM) als Negativkontrolle eingesetztllel@alken entsprechen der Co-Inkubation mit
dem ER-Inhibitor 1CI182780 (2nM) im Vergleich zuedtsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunkle
Balken). Alle Werte wurden relativ und gegen dasurgsmittel (Vehicle=1) aufgetragen, zusatzlich
wurden Kontrollen fur den Inhibitor 1CI182780 sowi@behandeltes, hormonfreies Medium mitge-
fuhrt (graue Balken). Signifikanzen der einzelneonKentrationen im Vergleich zur Lésungsmittel-
kontrolle wurden direkt Uber den entsprechendetkédatargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Die

Vergleichssignifikanzen der einzelnen Konzentragiofiir PCB153 und E2 mit bzw. ohne dem Inhi-
bitor ICI 182780 wurden speziell mit Klammern dasigdit (n=3).

Der Nachweis einer PCB153-vermittelten Induktion Beomotoraktivitat an einem ERE und
somit der Bindung eines wahrscheinlich PCB153-tmiad ER am ,response elemt” in ahn-
lichem Masse wie E2, sowie der Fakt, dass es mekdiestsubstanz-vermittelten Beeinflus-
sung der basalen Promotoraktivitat bei demiegativen Zelllinie MDA-MB-231 kommt,

bestétigt die Vermutung, dass Xenoestrogene Ubar gimomischen (klassischen) ER-

vermittelten Signalweg agieren kénnen.

3. 3 Xenoestrogenwirkung auf den unspezifischen, M2K-vermittelten Signalweg
Nachdem der mogliche Einfluss von Xenoestrogenéuemu genomischen (klassischen), ER-
vermittelten Signalweg untersucht wurde, solltessdinun auf ihre Fahigkeit hin untersucht
werden uber dem MAPK-Signalweg zu agieren. Die taggnomische, E2-vermittelte Wir-
kungsweise von ER erfolgt Giber eine Phosphoryligmgren Serinreste 118 und induziert die
Aktivierung der MAPK-Signaltransduktion an derenden tber diverse Phosphorylierungs-
schritte, die MAPK ERK1/2 phosphoryliert und akésti wird, welche schlie3lich die Gen-
transkription in Richtung Proliferation und Differderung initiiert.

Die Aktivierung der MAPK ERK1/2 erfolgt Uber einpexzifische Phosphorylierung an Thr-
183 und Tyr-185 durch MEK1/2, einer spezifischen RKA. Durch den Einsatz des spezifi-
schen MEKZ1/2 Inhibitors U0126 kann die Aktivierumgpn ERK1/2 verhindert werden.
U0126 wurde daher benutzt, um den Einfluss von HRKLf die wachstumsférdernde Wir-
kung von Xenoestrogenen zu untersuchen. Die Urtbhusigen wurden an hTERT-EEC und
MCEF-7 Zellen durchgefthrt.
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3.3.1 Sulforhodamin B Assay (SRBA) mit dem MEK1/2+hibitor U0126

Wie in Kapitel 3.1.1 bereits beschrieben, reagidgt€BRT-EEC-Zellen nach 96h Inkubation
mit PCB153, p,p"'DDE, Coumestrol und E2 mit eingngikanten Erh6hung ihrer Wachs-
tumsrate (Abb. 3.3.1.1 A-E). Das Wachstum der Zeite Koinkubation mit dem Inhibitor
fihrte zu einem allgemein geringeren Wachstum imrgké&ch zum Wachstum ohne Inhibitor.
Gegenuber der Losungsmittelkontrolle (Vehicle) wWas Wachstum der Zellen in Anwesen-
heit der Testsubstanzen PCB153, p,p'DDE, Coumestrdl E2 plus Inhibitor fur fast alle
Konzentrationen statistisch signifikant. Das Xemimgen 3-HCH wies fir geringe Konzent-
rationen (10pg-10ng/ml) keinen signifikanten jedddh die héheren Konzentrationen von
100ng-1pug/ml eine signifikante Zunahme des Wachstanf. Ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Testsubstangktrazionen mit und ohne Inhibitor
konnte allerdings nur vereinzelt festgestellt wardad ist in Abb. 3.3.1.1 A-E mit speziellen
Klammern, welche die jeweilige Testsubstanzkonzgian mit bzw. ohne Inhibitor zusam-
menfassen, dargestellt. Die Inkubation der Zellend®am Inhibitor U0126 allein zeigte eine

schwache Hemmung des Wachstums im Vergleich zuirigssnittlekontrolle (Vehicle).

A 5 7 wWohne U126 D 5 7 wohne L0126
< mit U0126 dmit UD126
* +

S

Relatives Wachstum

(ws]
w

7 8 ohne L0126 E 5 1 monne vouzs

W mit UD126 Lmit U0126

Relatives Wachstum

5 9 @ohne U0126 b
W mit U0126 +

Relatives Wachstum ()

Abb. 3.3.1.1 A-E: Relatives Wachstum nach Testsulastzinkubation mit und ohne U0126 bei
hTERT-EEC im SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von Zeflenaus priméarem En-
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dometrium generierten Zelllinie hTERT-EEC nach 36kubation mit den Xenoestrogenen PCB153
(A), p,p'DDE (B),p-HCH (C), dem Phytoestrogen Coumestrol (D) sowie E2i als Positivkontrolle
(E) im Sulforhodamin B Assay (SRBA). Helle Balkemtsprechen der Co-Inkubation der jeweiligen
Testsubstanz mit dem MAPK-Inhibitor U0126 (3uM) rergleich zur Testsubstanzinkubation ohne
Inhibitor (dunkle Balken). Alle Werte wurden relatind gegen ldsungsmittelbehandeltes, hormon-
freies Medium (Vehicle=1) aufgetragen, zusatzlicirden Kontrollen fiir den Inhibitor 1CI1182780
sowie unbehandeltes hormonfreies Medium mitgef(dreue Balken). Statistisch signifikante Unter-
schiede der gemessenen Testsubstanzkonzentragegeniiber den jeweiligen Losungsmittelkontrol-
len wurden direkt Gber dem Balken dargestellt & §,05; ** p < 0,001). Statistisch signifikante Un-
terschiede der einzelnen Testsubstanzkonzentrationie Inhibitor gegeniber ohne diesem, wurden
mit speziellen Klammern, welcher die jeweilige Beistanzkonzentration mit bzw. ohne Inhibitor
zusammenfassen, dargestellt, (n=3).

MCF7-Zellen zeigten in den zwei exemplarisch mitBR63 und E2 durchgefuhrten SRBA
eine ahnliche Wachstumssteigerung im Vergleich lZisungsmittelkontrolle wie hTERT-
EEC-Zellen (Abb. 3.3.1.2). Auch hier konnte diesesichstumsfordernde Einfluss durch
Koinkubation der einzelnen Testsubstanzkonzentratiomit U0126 partiell gehemmt wer-
den. Ein signifikanter Unterschied zwischen deregimen Testsubstanzkonzentrationen mit
und ohne U0126 konnte Uber fast den gesamten Ktatiensbereich bei E2 verzeichnet

werden.
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Abb. 3.3.1.2 A und B: Relatives Wachstum nach PCBB35 und E2-Inkubation mit und ohne
U0126 bei MCF7 SRBADargestellt wurde das relative Wachstum von MCFlfeBenach 96h Inku-
bation mit dem Xenoestrogenen PCB153 (A) und EZXaistrolle (B) im Sulfornodamin B Assay
(SRBA). Helle Balken entsprechen der Co-Inkubatien jeweiligen Testsubstanz mit dem MAPK-
Inhibitor U0126 (3uM) im Vergleich zur Testsubsterkubation ohne Inhibitor (dunkle Balken). Alle
Werte wurden relativ und gegen losungsmittelbehiéesldormonfreies Medium (Vehicle=1) aufge-
tragen, zuséatzlich wurden Kontrollen fir den IntdbilCI182780 sowie unbehandeltes hormonfreies
Medium mitgefiihrt (graue Balken). Statistisch sidgainte Unterschiede der gemessenen Testsub-
stanzkonzentrationen gegeniiber den jeweiligen Lgsuittelkontrollen wurden direkt iber dem Bal-
ken dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Stassh signifikante Unterschiede der einzelnen Tdstsu
stanzkonzentrationen mit Inhibitor gegeniiber oheeain, wurden mit speziellen Klammern, welcher
die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzwiemhibitor zusammenfassen, dargestellt, (n=3).
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3.3.2. Xenoestrogeneinfluss auf die Proteinexpressivon Phospho-ERK1/2 und ERK1/2
Als nachstes wurde der Einfluss der SubstanzemliauPhosphorylierung (Aktivierung) von
ERK1/2 anhand von MCF7, MDA-MB-231 und hTERT-EEGi@mmt.

Der basale ERK1/2-Phosphorylierungsstatus in MOk MDA-MB-231 Zellen liel sich in
der Westernblotanalyse gut darstellen (Abb. 3.3%2uhd B). Bei beiden Zelltypen zeigte die
Inkubation mit PCB153 wund E2 kaum eine Veranderumdes ERK1/2-
Phosphorylierungsstatus. Erwahnenswert ist jedacd schwache Zunahme der ERK1/2-
Aktivitat bei MDA-MB-231 durch PCB153 (100ng/ml) wie eine schwache Reduktion die-
ser bei MCF7 durch E2 (100pg/ml) im Vergleich zm éeiden Kontrollen.

Durch Zugabe des Inhibitors U0126 konnte die Phogpierung von-ERK1/2 bei allen drei
untersuchten Zelllinien gehemmt werden.

Eine Koinkubation von PCB153 (100ng/ml) mit U0O13u ) zeigte bei MDA-MB231 eine
schwach erniedrigte und fir PCB153 (100pg/ml) pl@d26, eine fast vollig gehemmte Ak-
tivierung von ERK1/2-. Ein umgekehrtes Bild zeigteh bei diesen Zellen durch die Koinku-
bation von E2 und U0126. Hierbei wies E2 (100pg/phl}s U0126 (3uM) eine schwach er-
niedrigte, E2 (100ng/ml) plus U0126 eine fast ¥pherunter regulierte ERK1/2-Aktivitat im
Vergleich zu den Kontrollen (Vehicle und unbehatjdslf. Die Koinkubation beider geteste-
ten PCB153- und E2-Konzentrationen mit U0126 fillet MCF7-Zellen, &hnlich wie bei
Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor allein, miner Hemmung der Phospho-ERK1/2-
Expression

Die ERK1/2-Aktivitat der hTERT-EEC-Zellen zeigteckiim Vergleich zu den beiden Brust-
krebszelllinien sensitiver. Die hTERT-EEC-Zellenesgn in der Losungsmittel- bzw. unbe-
handelten Kontrollen generell eine weniger hohealea®hospho-ERK1/2-Aktivitat als die
Brustkrebszelllinien auf (Abb. 3.3.2.1 C). Eine #8ndige Inkubation beider PCB-
Konzentrationen bzw. mit E2 100ng/ml resultierteeine gesteigerte Phosphorylierung von
ERK1/2 verglichen mit beiden Kontrollen (Vehicledunnbehandelt). Durch eine Koinkuba-
tion dieser Zellen mit den getesteten PCB153- uRd&k&nzentrationen zusammen mit dem
Inhibitor U0126, konnte die gesteigerte ERK1/2-Aktt gehemmt werden.
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Abb. 3.3.2.1 A-C: Phospho-ERK1/2bzw. ERK1/2 -Proteiexpression nach PCB153- und E2-
Inkubation mit und ohne U0126.Dargestellt ist die Proteinexpression von PhospR&H2- bzw.
ERK1/2 als Kontrolle nach 48h Inkubation mit zwerschiedenen Konzentrationen von PCB153 und
E2 (100pg/ml und 100ng/ml) mit bzw. ohne Zugabe Idegitors U0126 (3uM) bei den Brustkrebs-
zelllinien MCF7 (A), MDA-MB-231 (B) sowie der uterén Zelllinie hnTERT-EEC (C). Bei der Inku-
bation der Zellen wurden auRerdem eine Lésungdnfifiehicle)- bzw. eine hormonfreie Medium-
kontrolle (unbehandelt) mitgefiihrt. Fir die West8int Untersuchungen wurden die monoklonalen
Primarntikbrper ERK1/2 (p44/42 MAP Kinase; Cell &ding) bzw der Phospho-ERK1/2 (Phospho-
p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204); Cell Signalirgihgesetzt, wobei die unphosphorylierte Form
als Kontrolle zur Phosphorylierten diente.

Bei MCF7-Zellen zeigte die Inkubation mit 3-HCH geell eine Reduktion der ERK1/2-
Phosphorylierung (Abb. 3.3.2.2 A). Dabei zeigtehsien Vergleich zur Lésungsmittelkon-
trolle, mit erhdhter Konzentration von R-HCH eireghwachere ERK1/2-Phosphorylierung.
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Durch Zugabe des Inhibitors zu beiden Konzentratiokonnte dieser Effekt verstarkt wer-
den. Der ERK1/2-Phosphorylierungsstatus nach p,EDikubation zeigte nur in Koinkuba-
tion mit U0126 Veranderungen. Hierbei reduziertehsilie ERK1/2-Aktivitat bei erhdhter
Konzentration von 10ng/ml p,p"DDE. Die Inkubatioit mlem Phytoestrogen zeigte im Ver-
gleich zur Losungsmittelkontrolle kaum eine Veramuag. Eine E2-Koinkubation mit U0126
wies, wie erwartet, eine Reduktion der ERK1/2-Phasylierung auf.

MDA-MB-231 Zellen, zeigten &hnliche Veranderungen der-ERK1/2-Phosphorylierung
durch die getesteten Substanzen Die Inkubatioredi&sllen mit 3-HCH zeigte fur die Koin-
kubation beider getesteter Konzentrationen, zusammié dem Inhibitor U0126 eine Hem-
mung der ERK1/2-Aktivitat. Die p,p’'DDE-Inkubation hiedriger Konzentration (100pg/ml)
wies eine auffallend hemmende Wirkung im Verglezcin hoheren Konzentration (10ng/ml)
bzw. zur Lésungsmittelkontrolle auf. Eine Koinkubat beider p,p’DDE-Konzentrationen
mit U0126 resultierte auch hier in einer Abschwaahder ERK1/2-Phosphorylierung. Die
Koinkubation von Coumestrol bzw. E2, zusammen raihdnhibitor fihrte zur Absenkung
der die ERK1/2-Aktivitat.

hTERT-EEC-Zellen wiesen in diesen Westernblot-UBuehungen die meisten Phospho-
ERK1/2-Veranderungen durch die getesteten Substaszie(Abb. 3.3.2.2 C). Dabei senkte
eine héhere Konzentration von B-HCH (1ug/ml) dieKER-Phosphorylierung ab und durch
Zugabe des Inhibitors konnte dieser Effekt sogastéiekt werden. Ein umgekehrtes Bild
zeigte sich fur p,p"DDE, wobei die hohe Konzentnatvon 100ng/ml die ERK1/2-Aktivitat
verstarkte und die Zugabe des Inhibitors zu dipggIDDE-Konzentration die vollige Hem-
mung dieser Aktivitéat zur Folge hatte. Die Inkubatider Zellen mit dem Phytoestrogen Co-
umestrol (100ng/ml) bewirkte eine Absenkung der ERKPhosphorylierung, welche durch
Zugabe des Inhibitors zusammen in dieser Konzeatratoch weiter herabgesetzt werden
konnte. Die Inkubation mit dem Kontrollhormon E2igte, wie erwartet, eine erhthte
ERKZ1/2-Aktivitdt ohne Inhibitor und eine gehemmté&tikitat bei Koinkubation von E2 mit
U0126.
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Abb. 3.3.2.2 A-C: Phospho-ERK1/2- und ERK1/2-Proteiexpression nach Testsubstanzinkuba-
tion mit und ohne U0126.Dargestellt ist die Proteinexpression von PhospR&H2- bzw. ERK1/2
als Kontrolle nach 48h Inkubation mit verschiedeK@mzentrationen von 3-HCH, p,p’"DDE, Coum-
estrol (Coum) sowie E2 als Kontrolle mit bzw. ohfiggabe des Inhibitors U0126 (3uM) bei den
Brustkrebszelllinien MCF7 (A), MDA-MB-231 (B) sowiger uterinen Zelllinie hTERT-EEC (C). Bei
der Inkubation der Zellen wurden auf3erdem eine hgsunittel (Vehicle)- bzw. eine hormonfreie
Mediumkontrolle (unbehandelt) mitgefuhrt. Fir dieestern Blot Untersuchungen wurden die mono-
klonalen Priméarntikbrper ERK1/2 (p44/42 MAP Kinaggell Signaling) bzw der Phospho-ERK1/2
(Phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204); Celiriiling) eingesetzt, wobei die unphosphory-
lierte Form als Kontrolle zur Phosphorylierten deed8h Inkubation mit PCB153 und E2 bei MCF7,
MDA-MB-231 und hTERT-EEC.

57



3 Ergebnisse

3.4 Einfluss von PCB153 und E2 auf die Proteinexpssion von ERa

Eine mdgliche Veranderung der &fRroteinexpression durch PCB153 wurde in zwei ver-
schiedenen Zelllinien mittels Westernblotanalysatertsucht. Nach 48-stiindiger Inkubation
von hTERT-EEC und MCF7-Zellen mit PCB153 (100pg-Aply zeigten sich kaum Verande-
rungen der ER-Proteinmenge im Vergleich zur Lésungsmittelkog@¢hbb. 3.4 A und B).

Bei Inkubation mit der Kontrolle E2 (10pM) zeigtets bei beiden Zelltypen, eine schwache

Abnahme der E&-Proteinexpression.
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Abb. 3.4 A und B: ERa-Proteinexpression bei MCF7 und hTERT-EEC im Westen Blot. Darge-
stellt ist die Proteinexpression von &Rozw. [3-Aktin als Kontrolle nach 48h Inkubationtraer-
schiedenen Konzentrationen von PCB153 (100p-1pghel) Positivkontrolle E2 (10pM) bei der der
Brustkrebszelllinie MCF7 (A) und der uterinen Zellk hTERT-EEC (B). Bei der Inkubation der
Zellen wurden aufRerdem eine Losungsmittel (Vehiddeyv. eine hormonfreie Mediumkontrolle (un-
behandelt) mitgefuhrt. Fir die Western Blot Untelsingen wurden die monoklonalen Primarntikor-
per Estrogen Receptar(mouse ER; # 6F11; Vector Laboratories) bz@-Actin (mouse; # A5441;
Sigma) eingesetzt.

Der durch U0126 ausgeloste dampfende Effekt aufXgamestrogen-vermittelte Wachstum
im SRBA bei hTERT-EEC und MCF7, die erhbhte PCBUBBnittelte Expression des
Proliferationsmarkers Ki67, sowie der im BrdU-Assschweisbare proliferative Effekt der

getesteten Substanzen, sowie der Fakt, dass PABIbE?2 in den ausgeltsten Effekten ei-
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nander sehr ahnlich waren, lasst auf eine Bet@itigegon ER (genomischer bzw. klassischer
Weg) bei der Wirkung von Xenoestrogenen und spleziel PCB153 schliel3en.

3.5 Einfluss von PCB153 und E2 auf die Genexpressian Uterus

Um einen mdglichen Einfluss von Xenoestrogenen bderen eventuell hervorgerufenen
Veranderungen in frihen Krankheitsstadien bei négn Gewebe hinsichtlich gynékologi-
scher Erkrankungen, wie z.B. Endometriose, zu satdren, wurde die Genexpression ver-
schiedener Faktoren in zwei unterschiedlichen i@t analysiert. Hierbei sollte ein mogli-
cher Einfluss des Xenoestrogens PCB153 auf dasiadedandometrium, représentiert durch
die aus endometrialen Primargewebe generierteidelhTERT-EEC, versus erkranktes En-
dometrium bei Endometriose, bei welchem Primarmedlas Endometriose-Explantaten zum
Einsatz kamen, naher untersucht werden. Dabei woedenderes Augenmerk auf Hormon-
und Xenobiotika-vermittelte Signalwege sowie auévante Faktoren fur Proliferation und
Gewebeumbau (tissue remodeling) gerichtet, wobai Bimersets zum Einsatz kamen (Set
1: verschieden E2-regulierte Faktoren; Set 2: Ab&uliert Faktoren; Set 3: weitere relevante

Faktoren fur Proliferation und Gewebeumbau).

3.5.1 Situation im gesunden Uterus (hnTERT-EEC-Zellsstem)

Der Einfluss von Xenoestrogenen auf die Expresgerachiedener Gene im gesunden Uterus
konnte mit Hilfe der durch Telomerase-Immortalisigy uteriner Primarzellen des Endomet-

riums etablierten Zelllinie hTERT-EEC (Hombach-Kiech et al., 2005) untersucht werden.

In den gRT-PCR-Experimenten wurden zunachst dialea€xpressionslevel der insgesamt
15 untersuchten Faktoren in den hTERT-EEC Zelleterunormalen, unbehandelten und

hormonfreien Kulturbedingungen analysiert. Die Egsionslevel sowie die fir die Berech-

nung der Expressionslevel zugrundeliegenden cté&\&nd als Mediane in Tabelle 3.5 aufge-

listet. Sie spiegeln umgekehrt proportional dieeygpen Expressionswerte wider.
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Median der RNA- RNA-
Faktoren: ct-Werte: Expressions- | Expressions- Genbezeichnung
) levell GAPDH levell HPRT
ERa 26,¢ 0,005 2,2¢ Estrogenrezeptar
ERpB 29,8 0,00073 0,28 Estrogenrezeptdy
PROG-1 31,8 0,0006: 0,25 Progesteron Rezeptol
GPR30 28, 0,001 0,52 G-Protein gekoppelter Rezeptor
VEGF 31,1 0,00069 0,34 Vascular Endothelial Growth Factor
SOCS3 30,¢€ 0,0007: 0,2€ Sugpressor of Cytokine Signaling
AhR 28,5 0,0017 0,68 Arylhydrokarbonrezeptor
ARNT 31,4 0,00030 0,11 Aryl Hydrocarbon Rezeptor Nucle
Translocator

uPA 31,7 0,00048 0,23 Urokinase-Typ Plasminogen Activatgr
PAI-1 32,2 0,0003! 0,1¢ Plasminogenaktivator hibitor 1
CYP1A1 35,1 0,00004t 0,02¢ Cytochrom P45-1A1
Ki67 29,8 0,0004" 0,2C Proliferationsmarker Ki€
EGFR 33,5 0,00013 0,064 Epidermal-Growth-Factor-Receptor
COX-2 35,6 0,000023 0,0091 Cyclooxygenase-2
MMP3 35,4 0,00003: 0,01z Matrixmetalloprotece &

Tab. 3.5.1: Liste der Mediane und basalen Expresgiglevel aller untersuchten Faktoren unter
normalen, unbehandelten und hormonfreien Bedingunge bei hTERT-EEC Zellen nach qRT-
PCR. Aufgelistet wurden die Mediane sowie Mittelwerta (RNA-Expressionslevel aller untersuch-
ten Faktoren, welche jeweils mit den Housekeepieged GAPDH (A) und HPRT (B) normalisiert
wurden. Die gemessenen Faktoren wurden hinsichtd@hdrei eingesetzten Primersets (Set 1: ver-
schieden E2-regulierte Faktoren; Set 2: AhR-regukeaktoren; Set 3: weitere relevante Faktoren fir
Proliferation und Geweberegenerierung) in drei tgrigppen zusammengefasst (blau, rot, gelb),
(n=2).

Die untersuchten Gene zeigten, nach VerwendungHtersekeeping Gene GAPDH und
HPRT zur Normalisierung, ein vergleichbares mRNAstessionsmuster (Abb. 3.5.1 A und
B). In den hTERT-EEC-Zellen zeigte ERlen nennenswert hochsten gemessenen RNA-
Expressionslevel. Alle weiteren analysierten Gesigten eine deutlich niedrigere Expressi-
on. Fast keine messbare Expression zeigten digsaedén Gene EGFR, CYP1Al, MMP3

und COX-2 in den hTERT-EEC Zellen.
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Abb. 3.5.1.1 A und B: Darstellung der basalen Exprgsionslevel der untersuchten Faktoren un-
ter normalen, unbehandelten und hormonfreien Kultutbedingungen.Dargestellt wurden die Mit-
telwerte der RNA-Expressionslevel aller untersuctitaektoren, welche jeweils mit den Housekeeping
Genen GAPDH (A) und HPRT (B) normalisiert wurderie Qemessenen Faktoren wurden hinsicht-
lich ihrer Aktivierung bzw. ihres Signalweges iredtntergruppen zusammengefasst (blau, rot, gelb).
(n=2)

Nach Analyse der basalen RNA-Expressionen unteehadelten, hormonfreien Kulturbe-
dingungen, wurde der Einfluss einer ausgewahltemzKntration des Xenoestrogens PCB153
(100ng/ml) sowie E2 (100ng/ml) und ICI 182780 (1Qn&ls Kontrollen unter selbigen Kul-
turbedingungen in den hTERT-EEC-Zellen untersubi. in jeweils drei Primersets unter-
suchten Gene [1.) verschieden E2-regulierte bzwE-BRivierende Faktoren; 2.) AhR-
regulierte bzw. DRE/XRE-aktivierende Faktoren;\8eitere relevante Faktoren fir Prolifera-

tion und Geweberegenerierung] innerhalb diesesypsll zeigten Uberwiegend eine Redukti-
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on der relativen mRNA-Expressionen der analysier@ne nach PCB153- bzw. E2-
Behandlung im Vergleich zur Lésungsmittelkontr@Meehicle) (Abb. 3.5.1.2-3.5.1.4).

Die nach Normalisierung erhaltenen relativen Exgmeswerte fur GAPDH und HPRT der
E2- und Xenoestrogenbehandlung innerhalb der undbtsn Gene waren dabei nicht immer
auf gleichem relativen Expressionsniveau. Jedocimieouberwiegend ein &hnlich mehr oder
weniger signifikanter Trend beobachtet werden.

Im ersten Primerset zur Untersuchung der verschidtizregulierten Faktoren konnte das
Xenoestrogen PCB153 analog zu E2 die relative-ERpression signifikant im Vergleich zur
Losungsmittel (Vehicle) erniedrigen (Abb. 3.5.1.2 Bas Antiestrogen ICI 182780 zeigte flr
die Normalisierung mit dem Housekeeping Gen GAPDrzeine geringe Erniedrigung der
ERa-Expression, diese konnte jedoch fur HPRT nichtdieg werden, wodurch der Einfluss
von ICI 182780 auf die Expression von &Rur schwach reprimierend bis unverandernd zu
sein scheint. Ein &hnliches Bild, jedoch weniggn#ikant, zeigte sich fir GPR30 (Abb.
3.5.1.2 D) sowie SOCS3 (Abb. 3.5.1.2 F). Wenigadeutig war der Einfluss der getesteten
Substanzen auf die Genexpression vory E&bb. 3.5.1.2 B). Hierbei zeigte sich nur fir E2
eine signifikante Reduktion der gegen das Housekgepen GAPDH normalisierten BR
Expression im Vergleich zur LoésungsmittelkontrgNéehicle). Ebenso mehr oder wenig sig-
nifikant zeigte sich der reprimierende Trend vonug2l PCB153 auf die VEGF-Expression,
welche daruber hinaus hohe Diskrepanzen zwische\tgrten fir GAPDH und HPRT auf-
wies (Abb. 3.5.1.2 E). Ein verstarkender Einflues ¥€2 und PCB153 auf die Expression des
Progesteronrezeptors A (PROG-1) konnte durch dibahe Streuung innerhalb der beiden
Versuchswiederholungen statistisch nicht unterntamerden (Abb. 3.5.1.2 C). Innerhalb der
hierbei getesteten Substanzen zeigte sich nur ddsstrogen ICI 182780 fir GAPDH als

statistisch relevanter Repressor der Progesterm@pi@zA-Genexpression.
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Abb.: 3.5.1.2 A-F: Relative Expressionslevel vers@dener E2-regulierter Faktoren bei hTERT-
EEC Zellen. Dargestellt wurden die relativen Expressionslewgschiedener E2-regulierter Faktoren
bei hTERT-EEC Zellen nach 24h Inkubation mit E2BR63, ICI 182780 und unbehandeltem Medi-
um im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (Vehisl® nach Normalisierung mit GAPDH und
HPRT. Statistisch signifikante Unterschiede zwiscden Losungsmittelkontrollen und gemessenen
Testsubstanzkonzentrationen wurden direkt Gber Batken bzw., falls fur GAPDH und HPRT im
gleichen signifikanten Rahmen, zusammenfassendamifern dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001).
[1. Primerset: Estrogenrezeptar (ERalpha), Estrogenrezeptfr (ERbeta), Progesteronrezeptor A
(PROG-1), G-Protein gekoppelter Rezeptor 30 (GPR@8}kularer Endothelialer Wachstumsfaktor
(VEGF), Suppressor des Zytokin Signaling (SOCS842)

Im zweiten Primerset zur Untersuchung AhR-regudiefaktoren zeigte vor allem E2 eine
signifikant reprimierende Wirkung auf die mRNA-Egpsion von ARNT, uPA, PAI-1 und
CYP1A1l (Abb. 3.5.1.3 B, C, D und E) bzw. wenigagniiikant aber mit dem gleichen repri-
mierenden Trend bei AhR (Abb. 3.5.1.3 A). Das Xetimgen PCB153 zeigte vor allem in
Kombination mit HPRT eine signifikante Repressi@i &llen hier untersuchten Genexpressi-
onen. Das Antiestrogen ICI 182780 bewirkte wie K erheblich signifikante Erniedrigung
der mRNA-Expression von ARNT.
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Abb.: 3.5.1.3 A-E: Relative Expressionslevel vers@dener AhR-regulierter Faktoren nach 24h In-
kubation bei hTERT-EEC Zellen. Dargestellt wurden die relativen Expressionslexaischiedener
AhR-regulierter Faktoretvei hTERT-EEC Zellen nach 24h Inkubation mit E2,BRE3, ICI 182780
und unbehandeltem Medium im Vergleich zur Losungtefkiontrolle (Vehicle=1) nach Normalisie-
rung mit GAPDH und HPRT. Statistisch signifikantaterschiede zwischen den Losungsmittelkon-
trollen und gemessenen Testsubstanzkonzentratiwoesten direkt Gber dem Balken bzw., falls fir
GAPDH und HPRT im gleichen signifikanten Rahmersazumenfassend in Klammern dargestellt (*
p < 0,05), [2. Primerset: ArylhydrokarbonrezeptdhR), AhR Nuclear Translocator (ARNT), Uroki-
nase-Plasminogen Activator (uPA), Urokinase Plasgem Activator-Inhibitor 1(PAI-1), Cytochom
P450-1A1 (CYP1A1l)]. (n=2).

Im dritten Primerset zur Untersuchung weiterervafger Faktoren fur Proliferation und Ge-
weberegenerierung zeigten sowohl E2 als auch dasestrogen PCB153 eine signifikante
Steigerung der Ki67-Expression fur GAPDH (Abb. B.8.A). Diese Signifikanz konnte je-

doch fur HPRT nicht bestatigt werden, welches aeretu hohen Streuung innerhalb der bei-
den Versuchswiederholungen lag. Die EGFR-Expressimde durch E2 und PCB153 erheb-
lich erniedrigt und auch das Antiestrogen ICI 182 TH#&wirkte eine geringe Senkung dieser
(Abb. 3.5.1.4 B). Einen gro3eren Einfluss bewirttes Antiestrogen bei COX-2, wobei die
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relativen mRNA-Expressionswerte fir GAPDH und HPEB@nifikant erniedrigt vorlagen
(Abb. 3.5.1.4 C). Das Xenoestrogen PCB153 war dasge der getesteten Substanzen, wel-
ches einen signifikanten Einfluss auf die MMP3-Eegsion bewirkte (Abb. 3.5.1.4 D).
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Abb.: 3.5.1.4 A-D: Relative Expressionslevel weiter relevanter Faktoren fiir Proliferation und
Geweberegenerierung bei hTERT-EEC ZellenDargestellt wurden die relativen Expressionslevel
weiterer relevanter Faktoren bei hTERT-EEC Zelleatn 24h Inkubation mit E2, PCB153, ICI
182780 und unbehandeltem Medium im Vergleich zwsun@smittelkontrolle (Vehicle=1) nach Nor-
malisierung mit GAPDH und HPRT. Statistisch sigrafite Unterschiede zwischen den Lésungsmit-
telkontrollen und gemessenen Testsubstanzkonzemgatwurden direkt iber dem Balken bzw., falls
fur GAPDH und HPRT im gleichen signifikanten Rahmemsammenfassend in Klammern dargestellt
(* p < 0,05). [3. Primerset: ProliferationsmarkebK (Ki67), Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor
(EGFR), Cyclooxigenase 2(COX-2), Matrixmetallopage 3 (MMP3)] (n=2).

3.5.2 Situation bei Endometriose (Primérzellen auEndometriose-Explantaten)

Der Einfluss von Xenoestrogenen auf die Expressenschiedener Gene im Krankheitsfall
bei Endometriose, wurde mit Hilfe von Priméarzellerelche bei operativen Eingriffen ent-
fernt und nach Aufarbeitung im Labor kultiviert ufiit diese Versuche eingesetzt wurden,
untersucht. Aul3erdem sollten die erhalten Expressierte der hier untersuchten Faktoren
zum Vergleich mit der Situation im gesunden Uteruslches mittels hTERT-EEC-
Zellsystem untersucht wurde, dienen (siehe vorberigapitel 3.5.1). In den gRT-PCR-
Experimenten wurden auch hier zunachst die badatpressionslevel der insgesamt 15 un-

tersuchten Faktoren in den Primarzellen unter nlmmaunbehandelten und hormonfreien
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Kulturbedingungen analysiert. Die basalen Expressavel sowie die fur die Berechnung der
Expressionslevel zugrundeliegenden ct-Werte sisdvddiane in Tabelle 3.5.2 aufgelistet.

Sie spiegeln umgekehrt proportional die angegebepreSsionswerte aus den gRT-PCRs

wider.
. RNA- RNA-
Faktoren: Median dgr Expressions- | Expressions- Genbezeichnung
ctWerte: | |evel/ GAPDH | level/ HPRT
ERa 36,1 0,000009 0,0092 Estrogenrezeptar
ERB 28.,¢ 0,001: 1,1¢€ Estrogenrezeptds
PROG-1 31.8 0,00034 0,06 Progesteron Rezeptor A
GPR30 30,C 0,0006¢ 0,67 G-Protein gekoppelter Rezeptor
VEGF 29,7 0,0015 0,95 Vascular Endothelial Growth Factor
SOCS3 29,4 0,0036 0,68 Suppressor of Cytokine Signaling 3
AhR 27,2 0,0041 4,35 Arylhydrokarbonrezeptor
ARNT 31,4 0,0003 0,21 Aryl Hydrocarbon Rezeptor Nuclear
Translocator
uPA 29,C 0,00z 1,3¢ Urokinas«Typ Plasminogen Activat
PAI-1 22,6 0,17 100,34 Plasminogenaktivator Inhibitor 1
CYP1A1l 35,2 0,00003: 0,022 Cytochrom P45-1A1
Ki67 32,4 0,00012 0,15 Proliferationsmarker Ki67
EGFR 28,4 0,003: 1,9¢ Epiderma-Growtt-Facto-Receptc
COX-2 26,8 0,012 1,96 Cyclooxygenase-2
MMP3 29,6 0,0015 0,30 Matrixmetalloprotease 3

Tab. 3.5.2.1: Liste der Mediane und basalen Expreigmslevel aller untersuchten Faktoren unter
normalen, unbehandelten und hormonfreien Bedingunge bei Priméarzellen aus Endometriose-
Exuplantaten nach gRT-PCR. Aufgelistet wurden die Mediane sowie Mittelwerter d@NA-
Expressionslevel aller untersuchten Faktoren, veejefwveils mit den Housekeeping Genen GAPDH
(A) und HPRT (B) normalisiert wurden. Die gemesseRaktoren wurden hinsichtlich der drei einge-
setzten Primersets in drei Untergruppen zusammassgfefblau, rot, gelb), (n=3).

Die untersuchten Gene zeigten nach Verwendung dersékeeping Gene GAPDH und
HPRT zur Normalisierung ein ahnliches mRNA-Expressmuster (Abb. 3.5.2.1 A und B).
Im Vergleich waren hier die basalen ExpressionenCi®X-2, AhR, SOCS3 und BRnach
Normalisierung mit GAPDH und HPRT jedoch divergentVergleich dieser. In den endo-
metrialen Primérzellen zeigte PAI-1 die nennenswhiichsten gemessenen RNA-
Expressionslevel. Alle weiteren analysierten Gegigten eine deutlich niedrigere Expressi-
on. Eine sehr geringe Expression zeigte sich igedieZellen fur die gemessenen Faktoren
ERo, CYP1A1, Ki67, PROG und ARNT.
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Abb. 3.5.2.1 A und B: Darstellung der basalen Expissionslevel der untersuchten Faktoren un-
ter normalen, unbehandelten und hormonfreien Kultutbedingungen bei Priméarzellen aus En-
dometriose-Explantaten.Dargestellt wurden die Mittelwerte der RNA-Expressilevel aller unter-
suchten Faktoren, welche jeweils mit den Housekep@enen GAPDH (A, blau) und HPRT (B,
grun) normalisiert wurden. Die gemessenen Faktaglen hinsichtlich ihrer Aktivierung bzw. ihres
Signalweges in drei Untergruppen zusammengefalsst, (flot, gelb), (n=3).
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Nach Analyse der basalen RNA-Expressionen unteehantdelten, hormonfreien Kulturbe-
dingungen, wurde auch hier der Einfluss einer auép#en Konzentration des Xenoestro-
gens PCB153 (100ng/ml) sowie E2 (100ng/ml) und182780 (10nM) als Kontrollen unter
selben Kulturbedingungen in endometrialen Primégmalntersucht.

Die ebenfalls in jeweils drei Primersets untersentBene [1. verschieden E2-regulierte bzw.
ERE-aktivierende Faktoren; 2. AhR-regulierte bziREIXRE-aktivierende Faktoren; 3. wei-
tere relevante Faktoren fur Proliferation und Gesvefenerierung] innerhalb dieses Zelltyps,
zeigten auch hier im allgemeinen mehr Reduktiomeen analysierten relativen mRNA-
Expressionen der untersuchten Gene nach 24 stiirbégésubstanzinkubation im Vergleich
zur Losungsmittelkontrolle (Vehicle) (Abb. 3.5.2325.2.4). Die nach Normalisierung erhal-
tenen Expressionswerte fur GAPDH und HPRT der E® Xenoestrogenbehandlungen in-
nerhalb der untersuchten Gene zeigten auch inrdigs#ityp nicht immer vergleichbare rela-
tive Expressionsniveaus.

Im ersten Primerset zur Untersuchung verschiedeBeegulierter Faktoren, zeigten sich die
groften signifikanten Veranderungen fiur SOCS3 (A06.2.2 F). Hierbei wurde die mRNA-
Expression von SOCS3 durch E2 signifikant gedrosgeéir PCB153 zeigte sich ein ahnli-
ches, jedoch weniger signifikantes Bild. Das Aritigen ICl 182780 bewirkte hingegen eine
geringe Erhdéhung der SOCS3-Expression, welche fedor fir GAPDH signifikant war.
Die Expression von PROG und GPR30 wurde signifikenmt sowohl E2 als auch durch das
Xenoestrogen PCB153, jedoch mit nur einem der beldermalisierungsgene, erniedrigt
(Abb. 3.5.2.2 C und D). Die PROG-Expression schiemch das Losungsmittel DMSO
(0,2%) gering beeinflusst worden zu sein, da degik® MRNA-Expression von PROG in der
unbehandelte Mediumkontrolle im Vergleich zur Légsmittelkontrolle (Vehicle) geringfi-
gig erhoht vorlag. Die Expression von [EReigte sich durch E2 und PCB153 im entgegenge-
setzten Masse beeinflusst (Abb. 3.5.2.2 B). Dabede, signifikant fir je eines der beiden
Normalisierungsgene, mit E2 eine Erniedrigung ur@BPS3 eine Erh6hung der BR
Expressionslevel gemessen. Wenig oder kaum eineffugs der Testsubstanzen zeigte sich
fur die Expression von ER(Abb. 3.5.2.2 A), welches jedoch an der geringepréssion
dieses Faktors in endometrialen Primérzellen gelégden konnte. Keine signifikanten Ver-

anderungen zeigten die getesteten SubstanzeneauEdiF-Expression (Abb. 3.5.2.2 E).
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Abb. 3.5.2.2 A-F: Relative Expressionslevel versatilener E2-regulierter Faktoren bei Priméar-
zellen aus Endometriose-ExplantatenDargestellt wurden die relativen Expressionslex@bkchie-
dener E2-regulierter Faktoren bei priméren Endowssgrzellen nach 24h Inkubation mit E2, PCB153,
ICI 182780 und unbehandeltem Medium im Vergleich zosungsmittelkontrolle (Vehicle=1) nach
Normalisierung mit GAPDH und HPRTStatistisch signifikante Unterschiede zwischen dén
sungsmittelkontrollen und gemessenen Testsubstarektrationen wurden direkt Gber dem Balken
bzw., falls fur GAPDH und HPRT im gleichen signdikten Rahmen, zusammenfassend in Klammern
dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). [1. PrimetsEstrogenrezeptor (ERalpha), Estrogenrezeptor
(ERbeta), Progesteronrezeptor A (PROG-1), G-Prajekoppelter Rezeptor 30 (GPR30), Vaskularer
Endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Suppresssrdigokin Signaling (SOCS3)]. (n=2)

Im zweiten Primerset zur Untersuchung AhR-regudiefaktoren zeigte vor allem uPA die
meisten signifikanten Veranderungen in der mRNA+E&gpion durch die getesteten Substan-
zen (Abb. 3.5.2.3). In diesem Zusammenhang rief Alagestrogen ICI 182780 eine nen-
nenswerte Steigerung der uPA-Expression hervor (8h2.3 C).

Auch E2 schien hierbei einen geringen steigerndéekEauf die uPA-Expression gehabt zu
haben. Im Gegensatz dazu zeigte das XenoestrogBd33Cinen schwach repressorischen
Einfluss auf die uPA-Expression im Vergleich zusuagsmittelkontrolle (Vehicle). Weitere
signifikant reprimierte relative mRNA-Expression nidan bei AhR fur E2, PCB153 und ICI
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182780 mit jedoch nur geringer Signifikanz gemesg¢@hb. 3.5.2.3 A). Die ARNT-
Expression wurde durch PCB153 nur in geringem M@mch durch ICI 182780 stark er-
niedrigt (Abb. 3.5.2.3 B). Im Gegensatz dazu fllide Antiestrogen bei PAI-1 zu einer Stei-
gerung der relativen mRNA-Expression (Abb. 3.4.2hje CYP1Al-Expression wies einen
wenig signifikanten, reprimierenden Trend durch @estsubstanzen PCB153 und E2 auf
(Abb. 3.5.2.3 E). Alle genannten Expressionsverémugen waren jedoch nur fur einen der
beiden, GAPDH- oder HPRT-Werte signifikant.
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Abb.: 3.5.2.3 A-E: Relative Expressionslevel vers@dener AhR-regulierter Faktoren bei Pri-
marzellen aus Endometriose-ExplantatenDargestellt wurden die relativen Expressionslexest
schiedener AhR-regulierter Faktoren bei primareddemetriosezellen nach 24h Inkubation mit E2,
PCB153, ICI 182780 und unbehandeltem Medium im Wéch zur Losungsmittelkontrolle (Vehic-
le=1) nach Normalisierung mit GAPDH und HPRStatistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Losungsmittelkontrollen und gemessenen Tedemionzentrationen wurden direkt Gber dem
Balken dargestellt (* p < 0,05). [2. Primerset: liydrokarbonrezeptor (AhR), AhR Nuclear Trans-
locator (ARNT), Urokinase-Plasminogen Activator fgPUrokinase Plasminogen Activator-Inhibitor
1(PAI-1), Cytochom P450 Monooxygenase 1Al (CYP1AME3).
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3 Ergebnisse

Das dritte Primerset zur Untersuchung weiterervesiger Faktoren fir Proliferation und Ge-
weberegenerierung zeigte tendenziell einen verstéidn Einfluss von E2 und PCB153 auf
die Expression von Ki67und COX-2 (Abb. 3.5.2.4 Adu@). Das Antiestrogen ICI 182780
verursachte in diesem Zusammenhang eine Repradsidexpression dieser beiden Faktoren.
Wenig Klarheit ergaben die fir die Testsubstanzzmeassenen Unterschiede bei EGFR und
MMP3 (Abb. 3.5.2.4 B und D). Hierbei zeigten sidlof@e Unterschiede zwischen den einzel-
nen GAPDH- und HPRT-Werten einer Testsubstanz lezmvmoglicherweise geringer Ein-
fluss des Losungsmittels DMSO (0,2%) fur den ztlgenannten Faktor (Abb. 3.4.2 D).
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Abb.: 3.5.2.4 A-D: Relative Expressionslevel weiter relevanter Faktoren fir Proliferation und
Geweberegenerierung bei Primarzellen aus Endometrge-Explantaten. Dargestellt wurden die
relativen Expressionslevel weiterer relevanter &gt bei primdren Endometriosezellen nach 24h
Inkubation mit E2, PCB153, ICI 182780 und unbehétede Medium im Vergleich zur Lésungsmit-
telkontrolle (Vehicle=1) nach Normalisierung mit BBH und HPRT Statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen den Ldsungsmittelkontrollen undegsenen Testsubstanzkonzentrationen wurden
direkt Uber dem Balken dargestellt, (* p < 0,08).Primerset: Proliferationsmarker Ki67 (Ki67), Epi
dermaler Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR), Cycloendge 2(COX-2), Matrixmetalloprotease 3
(MMP3)] (n=3).

Bei Gegenulberstellung der aus den gRT-PCR-Expetenegrhaltenen Ergebnisse, fiel auf,
dass die durch E2 und PCB153 hervorgerufenen Gesessipnsveranderungen in beiden

untersuchten Zellsystemen sehr ahnlich waren. Beitdisstanzen fuhrten meist gemeinsam zu
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3 Ergebnisse

einer Induktion, Repression oder keiner Veranderdeg jeweiligen Faktors (siehe Uber-
sichtstabelle 4.3), was auf eine potente estrodéineung von PCB153 schliel3en lasst.

Es scheint, dass PCB153 durch Repression mulii@ere und Verschiebung des endokrinen
Gleichgewichtes im gesunden Endometriumgewebe igiehphysiologische Prozesse wie
Angiogenese, Gewebeumbau (,tissue remodeling®) réign und Invasivitat bzw. Prolifera-
tion sukzessive stort und das diese veranderndeze8se auch bei erkranktem Endometrio-
segewebe durch PCB153-Einwirkung weiter fortgefidnerden. Endometriosegewebe rea-
giert jedoch aufgrund seiner ohnehin schon endaksruptierten Eigenschaften weniger
sensitiv auf PCB153 bzw. E2 im Vergleich zum hTEREE-Zelltyp. Die Ergebnisse aus
diesem Kapitel 3.5 lassen ein reges Zusammensgpistiiedener Signalwege bei der PCB-
vermittelten Wirkung erkennen, welche zu multiptdrungen fihren kdonnte wie z.B die
Disruption des endokrinen Gleichgewichts. Die Befinler gRT-PCR-Experimente wurden

zum Vergleich und zur besseren Ubersicht in Tat®8e2.2 zusammengefasst.

Basale Ex- Basale Ex-
‘;gﬁf;:‘r’lt‘te pression | E2 | PcB | Icl pression | E2 | PCB ICI
(unbeh.) _| 153 ]182780] (unbeh.) 153 182780

ERa +++ 1 1 () - () () m
ERp + I n/a n/a + U ©) n/a
PROG-1 + 0 1 v - w v nle
GPR30 + ! U n/e (+) U U n/e
VEGF + ) ) n/a (+) n/a n/a nl/a
SOCs3 + v W n/e *) W v (1)
AhR i 1 U n/a B OO 0)
ARNT (+) W v W - nz | (1) W
UPA (+) wi o n/a H m | W )
PAI-1 (+) W I n/a +4+ n/a n/a 1

CYP1A1 - U v (1) - (1) 0) n/e
Ki67 (+) ) M () - ) ) U
EGFR - W W ) + n/e n/e )
COX-2 - v ! v ++ ) ) v
MMP3 - l v n/e (+) (OENO) Q)

Tab. 3.5.2.2: Ubersicht der basalen Expression bzwleren Veranderungen untersuchter Fakto-

ren nach Testsubstanzeinflu? bei hTERT-EEC Zellenhellgriin) und bei Primarzellen aud En-
dometriose-Explanaten. (dunkelriin). Dargestellte Ubersicht zeigt die mittles qRT-PCRatien
basalen Expressionsstarken (+/-) ohne Testsubsthartllung sowie die Anderungen der Genexpres-
sion (Pfeile bzw. n/a) nach 24h Testsubstanzinkaibdieider untersuchter Zellsysteme (hell- u. dun-
kelgriin) aus dem Kapitel 3.4. Eingesetzte Primersigid in drei unterschiedlichen Farben dargestellt
(blau: E2-regulierte Gene; rot: AhR-regulierte Gend gelb: relevante Faktoren fir Proliferation und
Gewebeumbau). [E2: 17R-Estradiol; PCB153: Polyéhttes Biphenyl 153; ICI 182780: ER-
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Inhibitor; ERa B: Estrogenrezeptoren; PROG-1: Progesteronrezept@PR30: G-Protein gekoppel-
ter Rezeptor 30; VEGF: Vascular Endothelial Grow#rttor; SOCS3: Suppressor of Cytokine Sig-
naling 3; AhR: Arylhydrokarbonrezeptor; ARNT: Aridydrocarbon Rezeptor Nuclear Translocator;
uPA: Urokinase-Typ Plasminogen Activator; PAI-lasthinogenaktivator Inhibitor 1; CYP1A1l: Cy-
tochrom P450-1A1; Ki67: Proliferationsmarker Ki6EGFR: Epidermal-Growth-Factor-Receptor;
COX-2: Cyclooxygenase-2; MMP3: Matrixmetalloprotea3; - nicht oder kaum exprimiert; (+)
schwach exprimiert; + exprimiert; ++ stark exprintie-++ sehr stark exprimiert; n/a keine Verande-
rung; (1) schwache Repression; | Repression; || starke Repression; (1) schwache Induktion; 1 Induk-
tion; 11 starke Induktion; ~ statistisch signifikante Veranderung von mindesten0,05]

3.6 Einfluss von PCB153 auf die Zellmotilitat von RERT-EEC Zellen

Neben der Proliferation und Verdnderungen der Gamession sollte auch das Potential von Xeno-
estrogenen getetstet werden, die Zellmotilitat eeifflussen.

Um dariberhinaus auch eine mdgliche Abhéngigkeiereerhohten Motilitdt mit spezifischn AhR-
Liganden und somit dem AhR-Signalweg zu untersuchemden fir dieses Motilitdtsassay zwei
AhR-Liganden, dass Dioxin-ahnliche PCB126 und TC{@oxin) sowie das nicht-Dioxin-ahnliche
PCB153 eingesetzt. Nach 18stiindiger Migrationst&ithTERT-EEC Zellen und einer Gesamtinku-
bationszeit der Zellen von 42h mit den getestetdinstinzen zeigte sich eine signifikante Zunahme
der Motiltitat unter PCB153, PCB126 und TCDD Eistu

Dieses Ergebnis lasst eine AhR-spezifische Stemgeder Zellmotilitat nicht erkennen. Die Ergebnis-
se aus diesem Teil der Arbeit wurden bereits venilficht (Willing et al., 2010).
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Abb.: 3.6: Motilitdt von hTERT-EEC Zellen nach Testsubstanzinkubation. Effekt von TCDD
(10nM), PCB126 (100ng/ml) und PCB153 (100ng/ml) digf Motilitdt von hTERT-EEC Zellen im
Vergleich zur Losungsmittelkontrolle (Vehicle) na¢kh Inkubation. Der Effekt wurde dargestellt als
Anzahl mirgrierter Zellen/Filterinsert (12um Poredige) bei hTERT-EEC Zellen nach Normalisie-
rung. Statistisch signifikante Unterschiede zwischésungsmittelkontrolle und gemessenen Testsub-
stanzkonzentrationen wurden direkt Gber dem Batieegestellt, (* p < 0,05; n=3).
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Naturliche und synthetische Estrogene, wie z.B.-BE3Badiol (E2), agieren stimulierend in
hormonabhéngigen Zielgeweben. Mit der Entdeckurdy @harakterisierung der Estrogenre-
zeptoren ER und B wurde es moglich, E2-vermittelte Reaktionen reaespezifisch in E2-
Zielgeweben zu untersuchen. Primére ZielgewebeBsairogen, wie Uterus und Brust, wei-
sen allgemein mehr ERals ER auf (Dahlman-Wright et al., 2006). Bei der Tumaorgee
des Mammakarzinoms zeigte sich, dass das Expressidréltnis von E&zup im malignen
Gewebe noch starker zugunsten voruBRrschoben ist (Leygue et al., 1998; Speirs et al.
1999). Proliferation bzw. mitogene Effekte werdeaishdurch ER vermittelt (Paruthiyil et
al., 2004). Von ER ist bekannt, dass er als Repressor der transkmgiten Aktivitat von
ERa (Hall and McDonnell, 1999; Weihua et al., 2000)v&o protectiv gegen ERinduzierte
Hyperproliferation (Bardin et al., 2004) wirkt. Deitkann ER mit ERx Heterodimere bilden
und so eine klassische ERermittelte Aktivierung am ERE inhibieren (Barkhest al.,
2004). ER konnte somit als Gegenspieler vondEfangieren und z.B. durch Modifizierung
von wachstumsfdrdernden Genen, wie c-Myc, Cyclinudd A, antiproliferative Eigenschaf-
ten besitzen (Paruthiyil et al., 2004). Es ist gdaveitgehend akzeptiert, dasscEtdp je
nach Gewebe und zellularem Kontext verschiedendtiumen ausiben kdnnen und dass in
Geweben, in welchen beide Rezeptortypen co-exprimaliegen, sie unterschiedliche bzw.
gegensatzliche Wirkungsweise haben kdnnen (MattlagsGustafsson, 2003).
Bei der endokrinen Regulation durch Estrogeneushaler ER-Ligand selbst von grol3er Be-
deutung. Der klassische (genomische) ER-vermittgigmalweg von E2 erfolgt durch Bin-
dung des endogenen Liganden an den Rezeptor, wasaehr Dimerisierung zweier ER-
Molekile und deren Translokation in den Kern kommit. Kern binden die translozierten
Dimere an spezifische ,estrogen response eleméBREs) in der DNA Hormon-regulierter
Promotorregionen, was schliel3lich zur Aktivierureg Genexpression fuhrt. Je nach Prasenz
bestimmter Co-Faktoren (Aktivatoren oder Represyonerkt der Liganden-aktivierte Tran-
skriptionsfaktor agonistisch oder antagonistischab& wirkt endogenes E2 in ER-
exprimierenden Zellen meisls Mitogenin vivo undin vitro (Musgrove et al., 1994). Hier-
nach stimuliert E2 Zellen in der GO-Phase zum Einim den Zellzyklus und beschleunigt
den Ubergant von der G1- in die S-Phase (LeungPaiter, 1987; Sutherland et al., 1998),
wodurch der Zellzyklus induziert wird. Neben dendegenen Liganden E2 kdnnen ©R
auch ein weites Spektrum strukturell verschieddnganden binden (Kuiper et al., 1998).
Einige dieser alternativen Liganden weisen ein¢aardich konvergente Funktionalitat hin-
sichtlich ihrer Aktivierung der Transkriptionsmanbrie mit E2 auf (Buterin et al., 2006).
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Viele dieser alternativen Liganden sind anthropegerJrsprungs (Xenoestrogene). Es wird
vermutet, dass sie wie E2 durch Bindung und Aktivig am ER estrogene Effekte auszulo-
sen (Korach, 1997; McLachlan, 2001b; Soto et &95).

4.1 Xenoestrogen- und E2-vermittelte Proliferationvon hTERT-EEC Zellen

In dieser Arbeit wurde das gesteigerte relative Ngaansverhalten von Zellen der immortali-
sierten humanen endometrialen epithelialen ZedllinTERT-EEC nach 96h Inkubation mit
den Xenoestrogenen PCB153, p,p'DDE, R-HCH, demoekiiogen Coumestrol (Coum)
sowie E2 als Kontrolle im Sulforhodamin B Assay®EBE3\) gemessen (Abb. 3.1.1.1). Dabei
konnte vor allem durch die 96-stiindige Inkubatioh RCB153 bei hTERT-EEC Zellen ein
Wachstumsprofil beobachtet werden, dass dem EZiedean sehr ahnlich war (Abb. 3.1.1.1
A und E). In weiterfihrenden Experimenten konnte laksonders von PCB153 ausgehende
proliferative Effekt auf hnTERT-EEC Zellen mitteldafarBlue-Assay bereits bestatigt, was
jedoch nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit (Willing et al., 2010).

Von unserer Arbeitsgruppe wurde bereits eine eeghddlative proliferative Aktivitat bei en-
dometrialen epithelialen und stromalen PriméarzellBrssertation Hippe, 2005) sowie bei
MCF7-Mammakarzinomzellen (Dissertation Delios, negaratio nach Inkubation mit ver-
schiedenen Xenoestrogenen im SRBA gezeigt (Kétlal., 2004).

Die beobachteten proliferativen Effekte von PCB&t&hen im Einklang mit Ergebnissen von
Radice et al., die eine Proliferationsstimulatiamn WCF7-Zellen durch PCB153 nach 2-6
Tagen nachweisen konnten (Radice et al., 2008) hARR@smussen et al. wiesen estrogene
Wirkungen von Serumextrakten dénischer Frauen,heeRCBs enthielten, im E-Screen As-
say nach, wobei jedoch eine Korrelation zwischefgereigten Effekten und spezifischen
Konzentrationen individueller Xenoestrogene im $&etfeider nicht untersucht wurde (Ras-
mussen et al., 2003). Der in dieser Arbeit angeteaB&B-Assay entspricht im modifizierten
Umfang dem eben angesprochenen E-Screen Assayz{§lap al., 1997; Payne et al., 2001;
Skehan, 1990; Soto et al., 1995). Dieser Assait siak sensitive Methode zur Messung von
Zytotoxizitat und Zellwachstum beim Screening vomwelt- und Arzneimittelstoffen dar
und ist mit vielen Zytotoxizitatstests wie z.B. déiT T-Assay vergleichbar (Vichai and Kir-
tikara, 2006; Voigt, 2005). Etliche Arbeitsgruppesiben bereits Xenoestrogene aus der Um-
welt mit Hilfe dieses Assays auf ihre potenzieBer@egene Aktivitat hin untersucht (Bonefeld-
Jorgensen et al., 2001; DeCastro et al., 2006; Bssen et al., 2003; Soto et al., 1999t
Hilfe dieses Assays stellten Bonefeld-Jorgenseal.gR001) allerdings einen antiestrogenen
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Einfluss von PCB 138, PCB 153 und PCB 180 auf MBEIS Zellen fest, was im Wider-
spruch zu dem proliferativen Effekt steht, der @n dorliegenden Arbeit beobachtet wurde .
Unabhangig vom benutzten Assay wurden Xenoestrogetweeder estrogene oder antiestro-
gene Effekte zugewiesen. So steht z.B. der in diddaeit beobachtete proliferative Effekt
von PCB153 im Einklang mit den bereits erwahnten Radice et al. (2008). Diese Arbeits-
gruppe wies einen estrogenen Effekt von PCB1536ef7-Zellen in FACS-Analysen nach.
Durch Vondracek et al. wird jedoch bei epitheliaRattenleberzellen (WB-F344) gegenteili-
ges berichtet, obwohl bei beiden Arbeitsgruppenselie Methode angewendet wurde
(Vondracek et al., 2005).

Ein grol3es Problem beim Test von Umwelt- und Ammiggelstoffen ist, dass die durch Xe-
noestrogene ausgelosten Effekte auf Mensch unduhiterschiedlich sind und aufgrund einer
uberwiegenden Mischexposition nicht eindeutig nmer bestimmten Xenoestrogen zuge-
ordnet werden kénnen. AulRerdem kdnnen Effekte ¢i igp des Xenoestrogens und je nach
Beschaffenheit des jeweils untersuchten Gewebessaniien zellularen Kofaktoren und je
nach den angewandten experimentellen Zellkulturigpdigen stark variieren. Dementspre-
chend wird das Gesundheitsrisiko, welches von eiXemoestrogen ausgeht von ,katastro-
phal“ Gber ,nicht erwiesen” bis hin zu ,unbedeutérthgeschéatzt.

Neben PCB153 wurde in dieser Arbeit auch fir p,pEXD00ng/ml und 1pg/ml) eine wachs-
tumsfordernde Aktivitdt auf hTERT-EEC Zellen nachwggsen (Abb. 3.1.1.1 B). Auffallig
war hierbei ein triphasischer Kurvenverlauf Gben demessen Konzentrationsbereich von
10pg/ml-1pg/ml, welches zusammen mit den PCB15&iDauf eine gesteigerte Sensitivitat
dieses Zelltyps gegeniiber Xenoestrogen schlief3shBei p,p"DDE handelt es sich um den
in der Umwelt persistentesten Metaboliten des Itigels DDT und dessen estrogenes Poten-
zials wurde bereits von mehreren ArbeitsgruppenM@f7-Zellen (Andersen et al., 1999;
Payne et al.,, 2001; Rasmussen et al., 2003), MORZ-2Zellen (Aube et al., 2008) sowie
Prostatakarzinomzellen (Shah et al., 2008) bedwtwmieEs scheint, dass p,p"DDE durch eine
sowohl estrogene als auch antiandrogene AktivigiPdoliferation durch Interferenz zweier,
ER- und AR-vermittelter Signalwege steigern kanel@¢ et al., 1995; Sohoni and Sumpter,
1998).

Auch B-HCH (100ng/ml und 1pg/ml) rief einen postivWachstumseffekt bei hTERT-EEC
Zellen hervor (Abb. 3.1.1.1 C). Dieses Isomer aegktizids Lindan besitzt estrogene Aktivi-
tat, so erhoht es z.B. die PR-Expression bei MCélled (Coosen and van Velsen, 1989)

sowie das uterine Gewicht bei Ratten (Loeber, 198d) Wong & Matsumura wird von einer
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Proliferationssteigerung nach Langzeit-Expositi@8 (Passagen) von MCF10AT1 Brus-
tepithelzellen durch 1uM R-HCH berichtet (Wong &fatsumura, 2007).

Auch Steinmetz et al. konnte durch R-HCH eine Dabisangige Stimulation der Proliferati-
on bei ER-positiven MCF7- und T47D-Zellen, jedogbht bei den ER-negativen Zelllinien
MDA-MB231, MDA-MB468 und HSS78T beobachten (Steitmet al., 1996). Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen aus dieser Arbeithalafir die ER-positive uterine Zellline
hTERT-EEC (Abb. 3.1.1.1 C) und nicht fir die ER-atgen uterinen Zelltypen Primarzellen
von Endometriose-Explantaten (Abb. 3.1.1.1 C) blRWO5-2 (Abb. 3.1.1.1 C) Proliferations-
zunahmen durch erhéhte 3-HCH-Konzentrationen (108ingnd 1pg/ml) zu beobachten wa-
ren. Steinmetz und seine Kollegen gehen davondass, obwohl R-HCH wie E2 agiert, es im
Kontext interzellularer Signalwege jedoch wahrsohet nicht Gber den klassischen via ER-
vermittelten Signalweg wirkt, zumal Rezeptorbindstoglien keine Kompetition um eine
Bindung an den ER im Vergleich zu E2 ergaben.

Auch die hervorgerufene Wachstumsférderung duran@strol steht im Einklang mit in der
Literatur beschriebenen Auswirkung dieses Phytogstis bei anderen Zellsystemen. So
wird z.B. von einem erhtéhten Uterusgewicht bei ektomierten Ratten (Ashby, 1999;
Markaverich, 1995; Perel and Lindner, 1970) uneegesteigerten Proliferation durch dieses
Phytoestrogenbei MCF7 Zellen berichtet (Bentrenalet2003; Diel et al., 2002; Makela,
1994). Darliberhinaus zeigten u. a. Mékela etrakitro die erhdhte Expression des E2-
vermittleten pS2-Genes und ERE-vermittelte Repgeteakativitat durch verschiedene Phy-
toestrogene. Diese Ergebnisse zusammengenommesn latak auf eine ER-vermittelte
Wirkungsweise des genannten Phytoestrogenes sehlidtich die agonistische Wirkungs-
weise verschiedener Uber die Nahrungskette aufgereomer Phytoestrogene wurde bereits in
der Literatur beschrieben (van Meeuwen et al., 2007

Weitere Hinweise auf die existierende proliferasisteigernde Wirkung vor allem von
PCB153 ergaben immuncytochemische UntersuchungePmédiferationsmarkers Ki67. Hier
konnte sowohl bei der Brustkrebszelllinie MCF7 aleh bei der uterinen Zelllinie hTERT-
EEC durch verschiedene Konzentrationen PCB153 féignt hohere Ki67-Scores im Ver-
gleich zur Kontrolle gemessen werden (Abb 3.1.221Alund 3.1.2.1.1.3 A).

Auch mit einer dritten Nachweismethode, dem BrdOhRarationsassay, zeigten sichbei ER-
positiven MCF7-Zellen schwache proliferative Effekbach 96h Inkubation mit PCB153
(Abb. 3.1.2.2.1 C). Dies steht im Einklang mit Paglal., welche ebenfalls basale Proliferati-
onseffekte bei MCF7-Zellen im BrdU-Assay nachweigennten (Ptak et al., 2010). Jedoch

zeigte PCB153 im Gegensatz zur Positivkontrolleeltfen allgemein nur geringen Einfluss
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auf MCF7-Zellen. Diese hier beobachtete Diskrep@ander estrogenen Aktivitat zwischen
PCB153 und E2 ist schwer zu erklaren. Moglicherev@iaren experimentelle Parameter, wie
z.B. die gewahlte Inkubationszeit oder die eingaseZellzahl, unter welchem der BrdU-
Assay bei MCF7 und MDA-MB-321 Zellen durchgefuhrungde, unginstig gewahlt. So
konnten z.B. Tharappel et al., die auch keinenl&ssfvon PCB153 auf die Proliferation von
Zellen, in diesem Fall bei Hepatozyten, im BrdU-&s&iachweisen konnten, aber mit Hilfe
des TUNEL-Assays zeigen konnten, dass in Gegemiaser Substanz signifikant weniger
Zellen apoptotisch waren (Tharappel et al., 2002).

Im Gegensatz zur ER-positiven Zelllinie hTERT-EEG@nkte bei keinem der untersuchten
ER-negativen Zelltypen [Priméarzellen von Endomeidxplantaten siehe Abb. 3.1.1.1 bzw.
Zellen des Endometriumkarzinoms RL95-2 siehe Abl.131] ein echter Wachstumseffekt
durch die getesteten Substanzen im SRBA nachgewieserden. Auch der BrdU-
Proliferationsassay an der ER-negativen Brustkedllisze zeigte mit einer Ausnahme (Abb
3.1.2.2.2 H).

Die Tatsache, dass PCB153 proliferationsforderndERpositive-Zellen wirkt sowie, dass
die durch PCB153 und E2 hervorgerufenen Effektaraer sehr &hnlich sind, Iasst auf einen
ER-abhangigen Proliferationseffekt der untersuclBistanzen schliel3en.

Ahnlichkeiten in der Wirkung von PCB153 im Vergleizu E2 wurden auch von Desaulniers
et al. berichtet (Desaulniers et al., 1999). Didseeitsgruppe stellte ahnliche Effekte von
PCB153 und E2 auf Serumkonzentrationen von Thyr¢X#) und Follikel-stimulierendes
Hormon (FSH) bei mannlichen Ratten nach zwei Inggldn mit PCB153 (25mg/kg/d) und
E2 (20pg/kg/d) fest, was sie auf eine estrogen&Wig von PCB153 zurtckfuhrten. Li et al.
wies einen estrogenen Charakter von PCB153 in hKberentrationen mittels Uteruswachs-
tumsassay bei Ratten nach (Li et al., 1994). Stnés wahrscheinlich, dass PCB153 wesent-

lich an estrogenen Reaktionen in Zellen hormoné&lielgewebe beteiligt ist.

4.2 Einfluss von Xenoestrogenen und E2 auf den ksischen ER-vermittelten Signalweg
Es ist mdglich, die proliferative Wirkung von E2rdh Antagonisten wie z.B. dem ER-
Inhibitor ICI 182780 spezifisch zu hemmen (Dauveisal., 1993). Dabei wird der E2-
vermittelte Signalweg von ER durch den Antagonistéribiert.

Durch Gegenwart des ER-Inhibitors ICl 182780 mit j@sveiligen Testsubstanz konnte der
von den getesteten Xenoestrogenen bzw. der durclesachte Wachstumseffekt bei
hTERT-EEC Zellen vollstandig aufgehoben werden (ABM.1.1 A-E). Eine Wachstums-
hemmung durch ICI 182780 konnte vor allem in Gegethwon PCB153, E2 und Coum und
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bei hdherer Konzentrationen von R-HCH beobachtetieve (Abb. 3.1.1.1 D, E, A und C).
Die spezifische Hemmung des PCB153-vermittelten Wamnseffektes mit IClI 182780
konnte auch von Radice et al. (2008) beobachtedever

Der Einsatz des ER-Inhibitors ICI 182780 im SRB-Ws&tamsassay fuhrte zur Bindung von
IC1 182780 an den ER. Dabei bindet der Inhibitot &tinlich hohen Bindungsaffinitaten am
ER (89%) wie E2, dem endogenen Liganden von ER @l#akand Bowler, 1987). Die Bin-
dung des Inhibitors an einen ER fuhrt zur Blockdde Dimersierungs- und Translokations-
prozsses, wodurch der ER fur transkriptionelle Zweeaicht mehr zur Verfigung stehen kann
(Dauvois et al., 1993; Fawell et al., 1990). Darinieaus sind ER-ICI 182780-Komlexe au-
Rerst instabil, was zu einer vermehrten Degradamoher komplexierten ER-Proteine fuhrt
(Nicholson, 1995).

Aufgrund der Tatsache, dass ICI 182780 nicht nurEdnbindet und ihn somit fir weitere
Signalwegvermittlung blockiert sondern auch aufgrgriner durch ICI 182780 beschleunig-
ten Degradierung, kann von einer transkriptioneBdockade des reinen ,klassischen* Me-
chanismus von ER nicht ausgegangen werden. DeatZidgeses Inhibitors fuhrt somit nicht
nur zur Blockierung der Transkription E2-vermitézlZielgene (genomische Wirkung) son-
dern gleichzeitig auch zur Inhibition aller in Verdung mit dem ER-stehender Signalwege
innerhalb einer Zelle. Eine Diskussion einer reengmischen Xenoestrogenwirkung tber den
ER auf die transkriptionelle Aktivierung von E2-wettelten Zielgenen (klassicher Signal-
weg) ist somit nicht moglich. Jedoch kann man awuidrder Tatsache, dass ICI 182780 in
Lage war die Xenoestrogen-vermittelten Wachsturekedfvollstandig zu unterdriicken, von
einer Beteiligung des genomischen Weges an derbeiebachteten Wirkungsweise der Xe-
noestrogene ausgehen.

In diesem Zusammenhang ist es interessant zu eengkiass die Applikation des Antiestro-
gens ICI 182780 ohne Xenoestrogenstimulation kel#ekt auf hTERT-EEC-Zellen oder
Zellen aus primaren Endometriose-Explanten hatteh(/8.1.1.1 A-E und F-J). Dies stimmt
mit den Ergebnisssen von Wu & Guo Uberein, die fhsrkeinen signifikanten proliferati-
ven/antiproliferativen Effekt von ICI 182780 allequf immortalisierte endometriale Stroma-
zelllinie beobachten konnten (Wu and Guo, 2006).

Im Gegensatz zu den hTERT-EEC Zellen wiesen wetggine Primarzellen aus Endometrio-
se-Explantaten noch Zellen der EndometriumkarziZaitiinie RL95-2 bei keiner der getes-
teten Substanzen eine auffalligen Wachstumsfordseffekt auf (Abb. 3.1.1.2 bzw. 3.1.1.3),
welches mit den niedrigen Expressionslevel vorufER diesen Zelltypen erklart werden

konnte.
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Im Falle der Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2isde jedoch ein signifikannter anti-
proliferativer Effekt von ICI 182780 allein beobaeh(Abb.3.1.1.3). Dies steht im Einklang
mit Ergebnissen von Leblanc et al., die ebenfaile eantagonistische Aktivitat von ICI
182780 auf RL95-2 Zellen sowie auf andere untedaBlinen, welche unter hormonfreien
Bedingungen kultiviert wurden, beobachten konntegblanc, 2007).

In weiterfihrenden Promotoranalysen konnte eine vERiittelte Wirkungsweise von
PCB153 bei der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 und dtarinen immortalisierten Zelllinie
hTERT-EEC weiter bestatigt werden. Hierbei zeigd&B153 und E2 eine deutliche Indukti-
on der ERE-regulierten basalen Luciferaseaktiyiddb. 3.2 A und C), die durch Zugabe des
ER-Inhibitors ICI 182780 spezifisch inhibiert werdkonnte.

Ein weiterer Hinweis auf eine ER-vermittelte Wirlgswveise von PCB153, ist der Befund,
dass in der vorliegenden Arbeit bei der ER-negatiMammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-
231 eine Induktion der ERE-regulierten Luciferageait durch PCB153 und E2 nicht ge-
messen werden konnte, welches mit der in dieseltygedu geringen basalen ER-Expression
erklarbar ist.

Ein Vergleich der Ergebnisse mit PCB153 und E2 isglmeauf eine ahnliche Wirkungsweise
beider Substanzen hinzuweisen. Dies steht jedoetbeisieits angesprochen, im Gegensatz zu
einigen in der Literatur beschriebenen ErgebnisSégle Ergebnisse aus der Literatur sind
jedoch aufgrund meist unterschiedlichen Fragestgdn und experimentellen Bedingungen
mit denen aus dieser Arbeit nicht direkt vergleenhb

So konnten z.B Pliskova et al. bei Promotoranalysgne Induktion der ER-abhangigen Lu-
ciferase-Aktivitat nach Xenoestrogeninkubation ne@sgedoch eine signifikante Erniedri-
gung der E2-induzierten Luciferase-Aktivitat bei-Kikubationsversuchen mit Xenoestroge-
nen verzeichnet werden (Pliskova et al., 2005).

Das Hauptziel dieser Arbeit lag in der Diskriminieg ER-abhangiger Signalwege der durch
Xenoestrogene ausgelosten Effekte. Dass heil3tgkdaimzelne Xenoestrogene wie PCB153,
ahnlich wie E2, Gber verschiedene ER-vermittelteMmismen agieren (genomisch, unspezi-
fisch bzw. Uber ,cross-talk)? Eine Untersuchung Zellen mit Substanzgemischen
(E2+PCB153 oder E2+Mix der untersuchten Xenoestregtand nicht statt.

Ausserdem handelt es sich bei den in der Liteta#schriebenen Xenestrogeneffekten meist
um Ergebnisse aus klinisch-relevanten Studien, w&broestrogen-kontaminierte Patienten-
spezimen wie z.B. Blut, Plasma oder Serum von Mgémnschwangeren und/oder nicht-
schwangeren Frauen und Kindern bzw. einzelne Xerogene aus aufgezéhlten Patienten-

spezimen isoliert, eingesetzt wurden. In jedem Fglirdsentieren Parameter wie das Ge-
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schlecht, Alter, der hormonelle Status sowie dig¢delisierung verschiedener Xenoestroge-
ne im Korper von Patienten (CYP1Al-Polymorphismempekannte Storgrof3en in den
durchgefuhrten Studien. Aufgrund dessen lassenzsihdie im vorigen Abschnitt von Plis-
kova et al. (2005) angesprochenen Ergebnisse wailstandig mit denen aus dieser Arbeit
vergleichen. Hierzu soll noch einmal auf die bereitwéhnte Problematik hingewiesen wer-
den, dass die durch Xenoestrogene ausgeltstent&tiek Mensch und Tier unterschiedlich
sind bzw. aufgrund einer Uberwiegenden Mischexjositicht eindeutig nur einem bestimm-
ten Xenoestrogen zugeordnet werden konnen. Dariiaerh konnen Effekte im Kontext der
jeweils untersuchten Gewebe oder bei unterschiestic Zellkulturbedingungen stark variie-

ren.

4.3 Einfluss von Xenoestrogenen und E2 auf den MARKermittelten Signalweg

Der klassische (genomische) E2-vermittelte Signglwen ER erklart nicht alle im Zusam-
menhang mit der Zellzyklusprogression gefundenetemé&so ist z.B. die Aktivitat des zyto-
plasmatischen MAPK- Signalweges fir eine E2-veetidtZellzyklusprogression notwendig,
wie anhand der MCF7 Mammakarzinom-Zelllinie gezewtrde ((Lobenhofer et al., 2002).
Xenoestrogene sind u.a. in der Lage, hormonahalictvirken bzw. mit der Wirkungsweise
endogener Estrogene wie E2 und anderen Steroidimemzu interferieren. Somit konnte die
von Xenoestrogenen ausgehende estrogene Aktigitdtjch dem endogenen E2, z.B. den
MAPK-Signalweg induzieren. Um dies zu Uberpruferrareun alle Testsubstanzen erneut im
SRBA mit dem MEKZ1/2-Inhibitor U0126 getestet. Dahibitor U0126 verhindert die Phos-
phorylierung der extrazellular regulierten MAPK ERR und somit deren Phosphorylierung
von ER am Serin 118.

Die Inkubation der getesteten Xenoestrogene in @Gege des MAPK-Inhibitors U0126
zeigte sowohl bei der Brustkrebszelllinie MCF7 algh bei der uterinen Zelllinie hTERT-
EEC einen Ruckgang der Xenoestrogen-vermittelteshatamseffekte (Abb. 3.3.1.1.1 bzw.
3.3.1.2). Der proliferative Einfluss der Testsubgtn wurde jedoch nicht so stark durch die-
sen Inhibitor gehemmt wie durch den ER-Inhibitot 1B82780. Der MAPK-Inhibitor U0126
war, im Vergleich zum ER-Inhibitor ICI 182780, ntdh der Lage die Wachstumseffekte der
untersuchten Substanzen komplett zu unterdrickafgrAnd der in Gegenwart von U0126
beobachteten Abschwéachung des Testsubstanz-vdtemtté/achstumseffektes scheint es
wahrscheinlich, dass ein proliferativer Stimulustadiber diese, MAPK-ERK1/2-vermittelte

Signalkaskade erfolgt.
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Weiterfuhrende Westernblot-Untersuchungen zum Riwgperungsstatus von ERK1/2 un-
ter Xenoestrogeneinfluss wurden durchgefihrt. Hiewurde der Einfluss der Xenoestrogene
auf den MAPK-ERK1/2-Signalweg weiter bestatigt. Hthrte die PCB153- und E2-
Inkubation (100ng/ml) bei der uterinen ER-positiveglllinie hTERT-EEC zur beachtlichen
Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 313@). Im Gegensatz dazu zeigtenoc=ER
negative Zellen der Brustkrebszelllinie MDA-MB-2&&ine Anderungen des Phosphorylie-
rungsstatus von ERK1/2 nach PCB153- und E2-Inkabaties kénnte damit erklart wer-
den, dass dieser Zelltyp kaum &Rrotein exprimiert. Auffallig war eine sowohl BdICF7-

als auch bei MDA-MB-231 Zellen vorliegende hohedbagxpression von Phospho-ERK1/2,
welche sich in den starken Expressionen von PheEftiGl/2 der Losungsmittel- bzw. un-
behandelten Kontrollen wiederspiegelte (Abb.3.32.uind B). Fir MDA-MB-231 ist dies
mit einem in diesen Zellen vorliegenden, konswtatktivierten MAPK-Signalweg und dem
damit zusammenhangenden Verlust der Hormonsensitidieser Zellen zu erklaren,
wodurch die untersuchten Substanzen keinen Einflaskr auf diesen Signalweg zeigen
konnten. So ist z.B. die Uberexpression von Rezgptsinkinasen wie EGFR und Her2/neu
oder dem Proto-Onkogen Ras, welche zur konstitatAdetivierung des MAPK-Signalweges
bzw. von ERK fihren, ein hdufiges Merkmal von Mamarainomzellen bzw. der Induktion
E2-unabhangiger Proliferation (Oh et al., 2001; @t al., 1986; Sainsbury et al., 1985).
Hierbei besteht eine inverse Korrelation zwischenEIGFR- und ER-Expression (Sainsbury
et al., 1985), welche im Falle von MDA-MB-231 Zeileutrifft.

Dass es bei der ER-positiven BrustkrebszelllinieRMdGu keinen Veranderungen der Phos-
pho-ERK1/2-Expression durch PCB153 bzw. E2 kamedvch unerklarlich, da diese Zellli-
nie ERx-positiv ist und sich auch in den SRB-Assays Xetrogen- und Hormon-sensitiv
zeigte. So wurde z.B. von (Radice et al., 2008 #&I@B153-aktivierte Phosphorylierung von
ERK1/2 fur die Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 berieht was in Kontrast zu eben ange-
sprochenen Ergebnissen bei MCF7-Zellen steht. Hierass erlautert werden, dass die von
Radice et al. durchgefihrten Westerblot-Untersughunrzum Einfluss von Xenoestrogenen
in Form von Zeitkinetiken, nach 0,5, 1, 4, 8, 12l @#h analysiert worden. Im Gegensatz zu
Radice et al. wurden in dieser Arbeit alle unteinseis Zelltypen mit der jeweiligen Testsub-
stanz nur zu einem Zeitpunkt (nach 48h Testsubstiamzaation) auf ihren entsprechenden
ERKZ1/2-Phosphorylierungsgrad hin untersucht. Dagefumerk dieser Arbeit lag somit eher
auf langerfristigen Effekten von PCB153 auf den MKA8ignalweg, wohingegen von Radice
und anderen Arbeitsgruppen eher ,Kurzzeiteffektelnth) untersucht wurden.
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Der direkte Einfluss von Xenoestrogenen auf den KAgnalweg ist zurzeit aktueller Be-
standteil intensiver Untersuchungen. So wurde bd.der epithelialen Rattenhepatocyten-
Zelllinie WB-F344 eine Aktivierung von ERK1/2 und3® durch PCB153 nachgewiesen
(Simeckova et al., 2009; Umannova et al., 2008)chess im Einklang mit den in dieser Ar-
beit aufgezeigten Ergebnissen zum PCB153-Einflesdér uterinen Zelllinie hTERT-EEC
steht. Ahnliche Aktivierungen des ERK1/2-MAPK-Sigmages sind auch fiir Ischikawa-
Zellen durch p,p’DDT (Frigo et al., 2004) sowie fdre Rattenprolaktinoma-Zelllinie
GH3/B6/F10 durch o,p"DDE und Coum (Bulayeva andddiat 2004) beschrieben worden.
Anhand der in diesem Kapitel diskutierten Ergelmiaas dieser Arbeit kann vermutet wer-
den, dass die getesteten Xenoestrogene nicht defdich tber den klassischen ER-
vermittelten, sondern auch teilweise tber den uriipehen MAPK-vermittelten Signalweg

von ER wirken kdnnen.

4.4 Xenoestrogen- und E2-induzierte Veranderungenet Genexpression bei humanen
endometrialen Zellen
Humanes Endometrium stellt ein dynamisches Syst@mveelches in Vorbereitung auf eine
Embryoimplantation fortwahrend zyklischen Veranaeyen unterliegt.
Eine der Fragestellungen dieser Arbeit war esirdfghéngigkeit von Xenoestrogenen even-
tuell schon in friihen Stadien auftretenden Veramigen gesunder endometrialer Zellen zu
untersuchen. Diese Untersuchungen wurden an imhstetéeen endometrialen Epithelzellen
(hTERT-EEC) und endometriotischen Priméarzellen vendoskopierten Endometriose-
Patientinnen mit der Diagnose idiopathische Statidurchgefiihrt. Dabei wurde bei quantita-
tiven RT-PCR-Analysen besonderes Augenmerk auf ldarnund Xenobiotika-vermittelte
Signalwege sowie auf relevante Faktoren fir Pnatfen und Gewebeumbau (,tissue remo-
deling“) gerichtet.
Endometriose wurde erst in jungerer Zeit mit Umaahtdstoffen in Zusammenhang ge-
bracht (Birnbaum and Cummings, 2001; Rier and Fp2@02; Rier et al., 1993). Hierbei
kommt es aufgrund von disloziertem Endometriumsnzitiplen Dysfunktionen und im wei-
teren Verlauf der Erkrankung zu einer Akkumulatimn E2, COX-2 und Prostaglandin E2
(PGE2) innerhalb des Endometriosegewebes. Died, fubrbunden mit einer chronischen
Entzindungssituation des umliegenden Gewebes uitdrare Faktoren, zu einer verminder-
ten Nidations- und Implantationsrateuteri bis hin zur Sterilitat (Wiesest al., 2004; Wil-
fing&Kiesel, 2005). Die Griinde fir die im fortgesittenem Krankheitsverlauf bei Endomet-

riose auftretenden multiplen zellularen Stérungsie dem Verlust der Hormonsensitivitat
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(E2 und Prog) sowie der akuten Inflammation verlaimohit dem starken Selbsterhalt dieser
Erkrankung, sollten bereits in frihen Stadien deanKheitsgeschehens anhand zellularer
Veranderungen zu finden sein. Die Befunde aus d€h-RBCR-Experimenten wurden zum

Vergleich in Tabelle 4.3 zusammengefasst.

4.4.1 Einfluss von PCB153 und E2 auf hTERT-EEC Zedn (Situation des ,gesunden
Uterus®)
Es war auffallig, dass die durch PCB153 und E2wegtam Veranderungen der Genexpression
bei hnTERT-EEC Zellen sehr &hnlich waren. Dass heitle Substanzen fuhrten in den meis-
ten Fallen der untersuchten Gene, entweder zuktimay Repression bzw. zu keiner Veran-
derung (siehe Ubersichtstabelle 4.3, hellgriin meadk Die Ahnlichkeit des durch PCB153
hervorgerufenen Expressionsprofils mit dem von &t auf eine estrogene Wirkung des
Xenoestrogens schliel3en.
In diesem Zusammenhang bestatigten die analysieTRNA-Expressionsveranderungen der
Gene ER sowie der E2-vermittelten Zielgene GPR30 und SO@8@ichst einen mdglichen
Einfluss der untersuchten Stoffe auf den ER-Sigaglwon hTERT-EEC Zellen. Die Repres-
sion von ER durch E2 deckt sich mit Beobachtungen von Hofreei&tBonefeld-Jorgensen,
welche ebenfalls die Reduktion der mRNA-Expression ERx nach 48h Inkubation mit E2
bei der Brustkrebszelllinie MCF7-BUS belegten. PEBWwar in ahnlichem Mal3e in der Lage
die mMRNA-Expression von ERzu reprimieren (Abb. 3.5. 1.2 A). Eine ahnlicheaRtion bei
diesen Zellen konnte nach Inkubation mit den Pieletiz Prochloraz und Methiocarb gezeigt
werden (Hofmeister and Bonefeld-Jorgensen, 200de Bhnliche Reduktion basaler &R
MRNA-Level durch E2 wurde auch von Jensen et alchméeben (Jensen et al., 1999). Diese
Arbeitsgruppe zeigte auch, dass ICI 182780 einangeuingen Einfluss auf die mRNA-
Expression von E&® hat, was sich mit den Ergebnissen dieser Arbaiktd@bb 3.5.1.2 A).
Ebenso wurde eine antagonistische Wirkung von 2780 auf die mRNA-Expression des
Progesteronrezeptors A (PROG-1), eines der drersuthten ER-aktivierten Zielgene, wel-
ches positiv durch ERreguliert wird, bereits in der Literatur erwéahiMafvaz et al., 1999)
und was sich ebenfalls mit den Ergebnissen ausidfgbeit deckt (Abb. 3.5.1.2 C). Das Est-
rogen E2 induziert die Expression von Zielgenen RROG-1 Uber den klassischen ER-
aktivierten Signalweg, durch Bindung des Rezepaorslas ,estrogen response elemt* (Gra-
ham et al., 1990). In der vorliegenden Arbeit wiardurch E2 induzierter positiver Trend der
PROG-1 Expression erkennbar, welcher statistisctocle nicht signifikant war. Auch
PCB153 zeigte ein vergleichbare induziertes PRO&¢ald, was auf eine ahnliche Wir-

kungsweise von PCB153 und E2 schliel3en lasst.
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Homodimerisiertes ER kann aber auch durch Bindungredere Transkriptionsfaktoren wie
c-Fos und c-Jun an weitere ,response elemente"ARie oder SP1 in der DNA binden. Ein
solches, durch SP1 via Liganden-gebundenen ERjiaitéis Zielgen ist VEGF (Stoner et al.,
2003). EGF wird von verschiedenen Tumorarten exprimwobei bei vielen Untersuchun-
gen gezeigt werden konnte, dass es negative Kbomdam zwischen der VEGF-Expression
und Faktoren wie dem Tumorgrad oder der Uberlelagmsgibt (Boocock et al., 1995; Lin-
derholm et al., 2001; Viglietto, 1995). In vorliegker Arbeit wies die VEGF-Expression
PCB153- und E2-Einfluss eine schwache Reprimieaufg Abb. 3.5.1.2.E). Dieses Ergebnis
war Uberraschend, da bei einem Zielgen vor/BER1 zumindest eine Induktion desselben
durch E2 zu erwarten ware. Ahnliches wurde fiirvegiteres E2-reguliertes Gen, den ,supp-
ressor of cytokine signalling” (SOCS3), welches iakomplettes ERE in seiner Promotorre-
gion tragt und Uber den klassischen ER-Mechanisemdiert wird, beobachtet (Abb. 3.5.1.2
F). Das sowohl SOCS als auch VEGF nicht auf E2 raicéien bzw. sogar einen antagonisti-
schen Effekt auf diese Gene auslibten war tbernadalrel ist soweit unerklarlich.

Neben den beiden klassischen Formen des EREBcheint auch ein neu identifizierter
membranérer ER, ,G-protein coupeled receptor 3(Estrogen-vermitteltes Signaling invol-
viert zu sein (Revankar et al., 2005; Thomas et24l05). Dieser ER-Rezeptortyp soll fur
schnell stattfindende, nicht-genomische Estrogemittelte Reaktionen verantwortliche sein
(Moriarty et al., 2006) und wurde bereits fur requktive Gewebe wie Brust (Castoria et al.,
2001; Migliaccio, 1996; Song et al., 2002), Uteg@sonica et al., 1994) und Ovar (Morley et
al., 1992; Tesarik and Mendoza, 1997) beschrieWén. auch die klassischen ERs so zeigt
auch der GPR30 Bindungsaffinitdten zu verschiedefemestrogenen (Thomas and Dong,
2006; Thomas et al., 2005).

Die Repression der mRNA-Expression von GPR30 d&ziwar der von ER sehr &hnlich
(Abb. 3.5.1.2 A und B). Da die Funktionen des kisdsen ERs denen des membranstandigen
GPR30 sehr ahnlich sind, wurde eine &hnliche Reakton E2 auf diesen Rezeptor wie bei
ERa beobachtet, erwartet. Die Fahigkeit von E2 die mAREkpression von GPR30 in &hnli-
cher Weise zu reprimieren wie ERbestétigt die Existenz eines funktionalen memstém
digen ER in diesem Zelltyp. Nachdem die 24h-stiadikubation von PCB153 die ,down-
regulation” der mRNA-Expression von ERur Folge hatte, wurde eine solche Reaktion auch
fur GPR30 erwartet und bestatigt.

Wie der Estrogenrezeptor (ER) gehort auch der Addibcarbonrezeptor (AhR) zur Familie
der nukledren Kernrezeptoren. Beide Rezeptorenlétaneh in ihrem strukturellen Aufbau

und ihrer Funktionsweise und stellen Liganden-adtte Transkriptionsfaktoren dar. Die
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Bindung des exogenen Liganden TCDD fihrt zur Komipleing von AhR mit seinem ,AhR
nuclear translocator“-Protein (ARNT) und zur Binduan das ,xenobiotische response ele-
ment“ (XRE oder auch DER) in der Promotorregion helgenen wie z.B CYP1A1l oder
CYP1A2. Durch AhR/ARNT kommt es zur transkriptideal Aktivierung einer Vielzahl von
Enzymen fur den E2-Metabolismus, wodurch es z.BcidCYP1A1 oder CYP1B1 zur Hyd-
rolyse von Estradiol kommt (Spink et al., 1992).

Die Rolle von AhR-vermittelten Reaktionen innerhallbmaner endometrialer Zellen wurde
bisher kaum untersucht. So ist in der Literatur earem basalen Expressionsverhaltnis zwi-
schen AhR/ARNT von ca. 4:1 die Rede (Abbott et H899), welches in etwa dem in dieser
Arbeit bei hTERT-EEC Zellen gefundenem entsprickitl{. 3.5.1.1 A). Bei den Zellen aus
Endometriose-Explantaten zeigte sich dieses Verisathehr zugunsten von AhR verscho-
ben, wobei jedoch eine hohe Standardabweichungchessden zwei unabhangig voneinan-
der durchgefiihrten gRT-PCR-Experimenten mit AhRezeichnen war (Abb. 3.5.2.1).

Die 24h-stindige -Inkubation von hTERT-EEC Zelleit mCB153- und E2 zeigte bei fur
AhR, ARNT und CYP1AL1 eine deutliche Repression (Ab5.1.3 A, B und E) Diese Ergeb-
nisse stehen im Einklang mit Ergebnissen, bei vegichin Antagonismus von di-ortho-
substituierten PCBs (Suh et al., 2003) bzw. E2ndeand Lee, 1998; Ricci et al., 1999) auf
den klassischen AhR-Agonist-aktivieren Signalwegtdestellt wurde. Hierbei wurde jedoch
nur die antagonistische Aktivitat dieser beiden ssaibzen, d.h. das Vermogen von PCB153
bzw. E2, die durch AhR-Liganden wie TCDD oder PC812duzierte CYP1A1-Expression
zu hemmen gemessen, auf einen mdoglichen ,cross-m@lkschen dem AhR- und ER-
Signaling wurde nicht eingegangen.

Die antagonistische Wirkung von E2 auf AhR/ARNTwdtelte Zielgene wie CYP1Al
konnten auch bereits in weiterflihrenden Experimebts hTERT-EEC Zellen bestatigt wer-
den (Willing et al., 2010).

Interaktionen zwischen dem ER- und AhR-Signalwegden bereits vielseitig beschrieben
(Abdelrahim et al., 2006; Beischlag and Perdew,52@yunnberg et al., 2003; Klinge et al.,
2000; Matthews and Gustafsson, 2006; Wormke eR@00a; Wormke et al., 2000b). So ist
bekannt, dass ER und AhR direkt miteinander inierag (Beischlag and Perdew, 2008;
Fujii-Kuriyama and Kawajiri, 2010; Matthews and @fsson, 2006). Die hierzu gesammel-
ten Daten sind vielfaltig und zeigen eher kontreeer Charakter, so werden von einermER
vermittelten Modulationen AhR-abhangiger Reaktiogesprochen, in welchem EReinen
steigernden (Matthews et al., 2005; Sarkar, 2000@nTsen et al., 1994), herabsetzenden (Bei-
schlag and Perdew, 2005; Jeong and Lee, 1998; KhadaSaatcioglu, 1996) oder gar keinen
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Einfluss (Hoivik et al., 1997) auf den AhR-Signatyveeigt. Meist wird bei Untersuchungen
zum Einfluss von PCBs auf AhR-vermittelte Zielgene CYP1Al auf einen Zusammen-
hang zwischen der Struktur und der Starke des dbBf2Bs ausgelOosten Effekts dieses Sig-
nalweges verwiesen. Hiernach sollen coplanare amdtioxin-ahnliche PCB im Vergleich
zu nicht-coplanaren PCBs starke Bindungsaffinitaiem AhR aufweisen und zu einer hohen
Transkription von CYP1A1 fuhren (Parkinson et 4B83; Safe, 1992; Spink et al., 2002).
Das in dieser Arbeit untersuchte Xenoestrogen PGBiéllt einen klassischen Vertreter di-
ortho substituierter, nicht-koplanarer PCBs dawe Bufgezeigten reprimierenden und somit
umgekehrt proportionalen Effekte dieser SubstafiZAbR- bzw. XRE-regulierte Gene flgen
sich somit gut in das aufgezeigte Bild des Strulgtiekt-Zusammenhangs von PCBs hinein.
Andererseits ist bekannt, dass PCB153 als PCB vieemdbarbital-Typ auch die Expression
anderer Cytochrom P450-Enzyme (CYP2B1 und CYP2BQ)ziert (Vezina et al., 2004).

Die Endometriose ist zumindest anfangs eine E2+agipé Erkrankung und wie aus der Lite-
ratur bekannt z.B. durch Xenobiotika wie TCDD ineifhodell induzierbar (Birnbaum and
Cummings, 2001; Rier and Foster, 2002; Rier etlb3; Rier, 1995).

In dieser Arbeit wurde CYP1AL1 als Vertreter eindsRAARNT-aktiviertes Zielgens auf eine
mogliche PCB153-vermittelten Wirkung hin sowie AbRd ARNT untersucht.

Die Exposition von hTERT-EEC Zellen hatte eine P681und E2-verursachte Repression
von AhR, ARNT und CYP1A1l in &hnlicher Weise zur g®I(Abb. 3.5.1.3 A, B und C).
Hierbei erwies sich E2 als ein starkerer Repreasbdie mRNA-Level von AhR, ARNT und
CYP1AL1 als die Xenoestroge. Andere Untersuchungeisem ebenfalls darauf hin, dass die
MRNA-Level der drei genannten Gene bei humanenraatt@len Zellen (Pitt et al., 2001)
und auch bei humanen Blutproben (Hayashi et a@4)Léniteinander korreliert zu sein schei-
nen.

Da PCB153 und E2 nicht in Liganden-ahnlicher WeiseAhR binden (Vezina et al., 2004),
weisen die Ergebnisse einer PCB153 und E2-vertaittdRepression von CYP1ALl eher auf
eine ER-vemittelte Transrepression AhR-abhangigemr&ulation, also einem ,cross-talk"
von ER mit dem AhR-Signalweg. Dies steht im Einklanit den von Beischlag und Perdew
(2005) gemachten Beobachtungen. Diese Arbeitsgrippete die Repression der TCDD-
induzierten Expression von CYP1A1 durch E2 nacheveisvobei sie eine Bindung von &R
am CYP1Al-Enhancer Elementen in CHIP-Analysen bERVIZellen nachweisen konnten.
Daruiberhinaus war eine Interaktion vondeRroteinen mit sowohl AhR als auch ARNT mit-
tels Glutathion-S-Transferase/Pull-down sichtbagi¢Bhlag and Perdew, 2005), wonach sie

auf eine ER-vermittelte Transrepression der AhR-aktiviertemf@egulation schlossen.
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In der Literatur wurden bereits einige Umweltschiaffe mit estrogener Wirkung beschrie-
ben (Abdelrahim et al., 2006; Mortensen and Aruk2@0)8; Nesaretnam and Darbre, 1997;
Soto et al., 1994)So fiuhrte z.B. 2,3,7,8 Tetrachlorodibenzo-p-diofii€DD), obwohl exo-
gener Ligand des AhR-Signalwegs, bei ovarectomme®t®7BL/6-Mausen ebenfalls zu &hnli-
chen Anderungen des Genexpressionsprofils wie BE2ili@rhinaus wurde in dieser Studie
auch eine spezifische Hemmung der TCDD- bzw. ER4retten Reaktionen durch den spe-
zifischen ER-Inhibitor ICI 182780 nachgewiesen (Bdwf et al., 2006). Das Vermdégen von
IC1 182780 die in den gRT-PCR-Experimenten durciBP&3- und E2-hervorgerufenen Ef-
fekte zu hemmen, wurde jedoch in dieser Arbeit hioftersucht. Der Inhibitor wurde als
reine Negativkontrolle, zusatzlich zur Positivkafle E2, in den gRT-PCR-Experimenten
mitgefuhrt. Der Nachweis, dass ICI 182780 in degd.avar, die mRNA-Expression von
ARNT zu reduzieren — kdnnte ein weiterer Hinwei§ dia bereits vermutete Interaktion zwi-
schen dem ER- und AhR-Signalweg sein (3.5.1.3 B).

Der AhR-vermittelte Signalweg spielt aber nicht beim Fremdstoff- und endogenen Stero-
id-Metabolismus eine wichtige Rolle. So haben Wsuehungen gezeigt, dass er auch bei der
Regulation des Zellzyklus und als Tumor-Supressohtig ist (Mulero-Navarro et al., 2006;
Puga et al., 2000; Weil3 et al., 1996). In Zusamrmaerghmit der Tumorgenese sollte daher
erwéhnt werden, dass AhR auch im fibrinolytischgst&n (Son and Rozman, 2002) bzw.
bei der Modulation der Zellplastizitat (Diry et,aR006) eine Rolle zu spielen scheint. Aus
Untersuchungen mit TCDD, dem ,exogenen” Liganden &R und Ovulationsblocker (Son
et al.,, 1999), weil? man, dass der Liganden-gebunddrR auch die Genexpression von
»plasminogen activator inhibitor 1“ (PAI-1) (Sond&iRozman, 2002), PAI-2 (Gaido and Ma-
ness, 1994; Sutter et al., 1991); (Dohr et al. 5)9d “urokinase-typ plasminogen activator”
(uPA) (Charles and Shiverick, 1997; Gaido and Man&895) verandern kann. Aber auch
andere, oft an pathophysiologischen ProzessenipttaiFaktoren wie ,transforming growth
factoro” (TGFa) (Choi et al., 1991, Dauvis et al., 2001; Gaido Mahess, 1994; Gaido et al.,
1992; Vogel and Abel, 1995; Wang et al., 1997), FGBaido and Maness, 1994; Gaido et
al., 1992; Lai et al., 1997; Vogel and Abel, 19%3ng et al., 1999) und Interleukirg-1
(Charles and Shiverick, 1997; Gaido and Maness4;1B8i et al., 1997; Sutter et al., 1991;
Vogel and Abel, 1995) werden von diesem Signalwegiriflusst. So weild man von PAI-2,
dass dieses Gen in seinem Promotorbereich ein X&JE (Sutter et al., 1991). Bisher konnte
ein solches Element im PAI-1-Promotor noch niclthtgewiesen werden, man geht aber da-
von aus, das der AhR-Signalweg, &hnlich wie derSialweg auch ohne ERE, die Genex-
pression ebenso in XRE-unabhéngiger Weise beesdfukann (Son and Rozman, 2002;
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Vogel et al., 2000). Die uPA-Bindung an seinen R&zeuPAR in der Zellmembran fluhrt
extrazellular zur Proteolyse von Plasminogen zsrRia. Dieser Prozess fuhrt zur Degradati-
on extrazellularer Matrix und erhéht somit die Awdkilitat bzw. Metastasierung. Dieser Pro-
zess wird inhibiert durch PAI-1/2. PAI-1 spielt eiwichtige Rolle bei Angiogenese, Wund-
heilung, Inflammation, Ovulation, Trophoblasteniapation und Gametogenese sowie der
Tumormetastasierung und ist eines der wichtigstkidfen im fibrinolytischen System (An-
dreasen et al., 1997; Dittmer et al., 2006; Harp20k4, Irigoyen et al., 1999; Leonardsson et
al., 1995; Sappino et al., 1989).

Um einen moglichen Einfluss von PCB153 auf dasirfddytische System untersuchen zu
kénnen, wurden im Zusammenhang mit dem AhR-Signgldeshalb auch die Gene PAI-1
und uPA untersucht. So konnte bei gRT-PCR-Analysaa Repression von uPA und PAI-1
durch die 24-stindige Inkubation mit sowohl PCBIIS auch E2 gezeigt werden (Abb.
3.5.1.3 C und D), was den eben angesprochen Zusalnamg der Testsubstanzen zum AhR-
Signalweg bestatigt.

In vitro Studien haben gezeigt, dass die PAI-1 Egpion von verschiedenen Hormonen, Cy-
tokinen, Wachstumsfaktoren, wie GlukokortikoideFFa, Interleukin 1, TGFR und ,epi-
dermal growth factor” (EGF) reguliert wird (Andreaset al., 1990; Krishnamurti and Alving,
1992). Obwohl PAI-1 die Aktivitat von uPA hemmt uddraus eine degradationshemmende
und somit protektive Funktion zu resultieren schagibt es bislang keine Berichte Giber hohe
PAI-1-Spiegel, die mit einer guter Prognose beidd&n einhergehen (Dublin et al., 2000;
Duffy et al., 1999; Harbeck, 2004; Schmitt, 199%)ch bei der Pathogenese von endometria-
len Zellen in Richtung Endometriose oder der Ehistg von Endometriumkarzinom wird
von einer erhéhten Expression von PAI-1 berichBetige et al., 2004; Kohler et al., 1997).
Somit bekraftigt die ,down“-Regulation von vor atlePAI-1 durch PCB153 nicht die Hypo-
these, dass PCB153 die Entstehung der genanntbo-playsiologischen Prozesse fordert,
sondern es scheint ihr eventuell zu widersprechen.

Plasmin ist in der Lage, extrazellulare Komponergelbst zu degradieren (Vassalli et al.,
1991), aber auch andere Enzyme wie Matrixmetaltgsen (MMPS) zu aktivieren (Eeck-
hout and Vaes, 1977). Die Invasion von Tumorzeiltedie umgebende extrazellulare Matrix
(ECM) wird von einer Vielzahl von an Zelloberflachassoziierten proteolytischen Enzy-
men, wie z.B. MMPs reguliert. MMPs sind aber nioht an pathologischen Prozessen betei-
ligt, sondern Uberall dort aktiv, wo die Degradatiextrazellularer Matrix notwendig wird
(Gilabert-Estelles et al., 2003), wie z.B. wahreied embryonalen Entwicklung, beim Gewe-

beumbau und der Reproduktion. Im Endometrium sidPd hauptsachlich an Remodellie-
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rungsprozessen der Matrix wahrend der perimengruéthasen beteiligt (Kokorine et al.,
1996; Salamonsen et al., 2002). Durch MMPs kommtzes Neutralisierung ECM-
degradierender Enzyme (Woessner, 1991). Dabei kdwivife-3 eine zentrale Rolle zu, weil
es eine Reihe von anderen MMPs aktiviert (Salamoasd Woolley, 1996).

Die Inkubation der hTERT-EEC Zellen mit PCB153 battich auf die Expression von MMP-
3 eine reprimierende Wirkung, was auch fur E2 wdréebachtet wurde (Abb. 3.5.1.4 D).
Inhibitionsuntersuchungen mit verschiedenen Klassem Proteasen konnten MMPs eine
bedeutende Rolle bei der Auflosung endometrialepldxkate zuschreiben (Marbaix et al.,
1996). Dabei konnte eine signifikant héhere MMP-két vor und wahrend der Menstruati-
on beobachtet werden (Zhang and Salamonsen, 280R)it ist der in dieser Arbeit bei
MMP-3 erbrachte Befund, dass sowohl PCB153 als &itldessen Expression erniedrigen,
eventuell ein Hinweis darauf, dass es in Anwesénlai PCB53 zum verminderten Abbau
menstrueller Explantate kommen koénnte und somit \denbleib solcher Zellen eine ret-
rograde Menstruation (wie im Fall der Entstehung #mdometriose postuliert), begunstigen
konnte. In diesem Zusammenhang soll auch hier eowhal auf die Einschrankungen des fir
diese Untersuchungen eingesetzten Zellmodells hiegen werden. So sind Expression-
Analysen anhand einer rein epithelialen Zellini@ERT-EEC) durchgefuhrt worden. Bei
funktionalen Endometrium ist jedoch, neben derhgidlen Komponente, auch die stromale
von grof3er Bedeutung, welche durch viele parakviomgange die Funktion epithelialer Zel-
len beeinflussen kann.

Die Cyclooxygenase 2 (COX-2) ist bei vielen Proeesweiblicher Reproduktion wie Ovula-
tion, Fertilisierung und Decidualisierung beteil{zim et al., 1997). Man weil3, dass COX-2
ein AP1-Motiv in seiner Promotorregion tragt undslas somit von ERalternativ transkrip-
tionell kontrolliert werden konnte (Kim et al., 280 Von COX-2 ist aber auch bekannt, dass
es in seiner Promotorregion ein ,xenobiotischepaase element* (auch DRE genannt) be-
herbergt und das Xenobiotika wie z.B. TCDD die Egsion von COX-2 oder die Prostag-
landinsynthese induzieren kénnen (Kraemer et &961 Puga et al., 1997; Wolfle et al.,
2000). AhR/ARNT-Heterodimere kdnnen tber XRE anRINA binden und AhR-vermittelte
Gene wie COX-2 oder CYP1A1 kontrollieren.

Die Repression der Genexpression des AhR Nucleanslocator- (ARNT) und der Cyc-
looxygenase 2 (COX-2) durch Einsatz des spezifisdbe-Inhibitor ICl 182780, war somit
unerwartet und lasst einen existierenden ,cro$s-tavischen ER- und AHR-Signalweg
vermuten. So ist bekannt, dass ER- und AHR-Signgimgeinander interagieren (Beischlag
and Perdew, 2005; Matthews and Gustafsson, 200&k@ret al., ; Ohtake et al., 2003a;
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Sainsbury et al., 1985) und deren Zielgene verdelmie Bindungsmotive in ihren Promotor-
regionen beinhalten kénnen, was zu multiplen Iiktgsaen bzw. der transkriptionellen Akti-
vierung vieler Signalwege fuhren kann. Ein Beisgigrfur ist die 5-UTR (untranslatierte
Region) des COX-2 Gens mit einer Vielzahl an Birgistellen fur verschiedene regulatori-
sche Transkriptionsfaktoren, wie z.B. TATA-Box, GE-Motif, NF«B (nuclear factokB),
AP-2 (activator protein 1), SP-1, CREs (cAMP-resgmelements) und Ets-1 (Appleby et al.,
1994). Ein weiteres Beispiel hierzu ist auch VEGF, ein I8sbelfaktor der Angiogenese.
VEGEF ist ein E2-reguliertes Gen, weist aber auch,bBypoxia response element* (HRE) in
seiner Promotorregion auf. Bei TCDD-Wirkung, abaclabei Sauerstoffmangel kommt es
zur Heterodimerisierung von stabilisiertem HIF-Iad ARNT/HIF-1b an HREs und damit
zur Aktivierung der VEGF-Expession. ARNT ist somaih mindestens drei verschiedenen
Signalwegen beteiligt: 1) an dem klassischen Ahgh&liveg via AhR/ARNT bzw. XRE-
vermittelten; 2) HIF-1a/ARNT-HIF-1b bzw. HRE-, ung8) AhR/ARNT-ERu-vermittelter
Funktionsweise (Othake et al., 2003). Einen mdeiiciHinweis auf die zuletzt genannte
Funktionsweise wurde mit der aufgezeigten Supprasder mRNA-Expression von ARNT
durch E2, PCB153 und ICI 182780 (Abb. 3.4.1 J)aaht.

Es besteht eine Korrelation zwischen einer erhoktgression von “epidermal growth factor
receptor” (EGFR) und einer Reihe verschiedener Tanen wie z.B. fir Hals- und Kopf,
Gehirn, Brust, Blase, Magen, Lunge, Ovar und Ptadtastétigt (Bartlett, 1996; Salomon et
al., 1995). In normalen Zellen ist EGFR in relageringen Mengen exprimiert. Durch Ligan-
denbindung kommt es zur Aktivierung des Rezeptoes in einer Dimerisierung bzw. Oli-
gomerisierung fuhrt. Aktive EGFR fluhren zur Aktiiig von Signalkaskaden, der Aktivie-
rung zweier zellularer Hauptsignalwege, den bergitsvorigen Kapitel angesprochenen
RAS/MAPK- sowie den Phosphatidyl- Innositol 3-OHrldse (PI3K/AKT2)-Siganlweg (Jo-
rissen et al., 2003), welche beide wesentlich dluldeen Prozessen wie Zellproliferation,
Differenzierung und Migration beteiligt sind. In EG-assoziierten Tumoren liegt meist eine
hohere Expression des Rezeptors vor und obwohé Wetglieder der EGFR-Familie und
Liganden bisher identifiziert wurden, ist der gemgdownstream“-Mechanismus aktivierter
Rezeptoren noch immer nicht im Detail geklart. $orke man im Rahmen endokriner The-
rapien bei Brustkrebspatienten feststellen, das8kick der ER mit einer Zunahme an EGFR
und Her2/neu einherging und der umgekehrte Falinlich die Inhibition von EGFR-
Rezeptoren, zur gesteigerten Expression von ERPEnilihrte (Massarweh and Schiff, 2006;

Osborne et al., 2005; Sainsbury et al., 1985). iDetiesem Zusammen in der Literatur viel
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beschriebene ,cross-talk* zwischen dem EGFR- undSkfRalweg ist ebenfalls sehr kom-
plex und bisher nicht vollstandig aufgeklart.

In diesem Zusammenhang wurde das Vermogen von PEgdtgstet, die mMRNA-Expression
von EGFR zu beeinflussen. Das Xenoestrogen PCBHs3dnéhnlicher Weise wie das Est-
rogen E2 in der Lage, die Expression dieses Remeptoreprimieren. Die EGFR-Repression
durch E2 weist auf einen bei hTERT-EEC-Zellen éstenden und funktionalen ,cross-talk”
zwischen ER und EGFR, wobei wie bereits im Absc¢hnitvor angedeutet, ein umgekehrt
proportionales Verhaltnis zwischen ER und EGFR estdéhen scheint, was die gemessenen
basalen Expressionslevel dieses Zelltyps fir ER BHGE#R bestatigt. Durch E2 kommt es
somit erwartungsgemal zur weiteren Reprimierunglieise Zellen Hormon-sensitiv sind und
ein mutagenes Ereignis, welches zum konstitutiwaktEGFR/MAPK-Signalweg und somit
zum Verlust eines E2-vermittelten ER-Signalwegédsrdii wirden, in diesen Zellen noch
nicht eingetreten ist. Die durch E2 und PCB153-alisje Repression der EGFR-Expression
weist auch hier wieder auf ein &hnliches Wirkung8ipbeider Substanzen hin.

Unklar bleibt jedoch warum PCB153 und E2 in hTERHEEZellen zu so vielen inhibieren-
den Veranderungen fuhren. So weist die RepresonG¥1Al, AhR und ARNT deutlich
auf eine posttranslationale abnehmende Aktivitdsat@edenster Enzyme der Cytochrom
P450-Superfamilie hin, wodurch es nachfolgend nermi verminderten Metabolismus und
Synthese von Cholesterol, Steroiden und Xenoestmygand letztlich zur gestorten Detoxifi-
zierung kommen durfte. Dies gilt auch fur ER- bZ&RE-vermittelte Gene, hier flhrten
PCB153 und E2 ebenfalls zu absinkenden mRNA-Lewal vor allem ER, GPR30 und
SOCS3welche im weiteren Verlauf zu Stérungen desbpellen Geleichgewichts und para-
doxer Weise aber auch zu einer eingeschréankterféd?ation flihren dirften.

Desweiteren ist unklar, warum es auch in AhR- b¥RE-vermittelten Zielgenen ausschliel3-
lich zu antagonistischen Effekten von PCB153 undk&2. Einige der auch in dieser Arbeit
mittels qRT-PCR analysierten Faktoren wurden bereit Zusammenhang mit PCBs von
Kietz und Fischer bei praimplantierten Kaninchengmben untersucht (Kietz and Fischer,
2003). In dieser Studie wurden verschiedene AhRgéree [cytochrome P450 (CYP) 1A1,
1A2, UDP-glucuronosyl transferase 1, glutathiongaBsferase pil and aldehyde dehydro-
genaselsowie Dioxin-vermittelte Gene [ILAl PAI 2, Cox 2, TGFalpha, EGF, erbB 1-4, c-
fos, c-jun, HSP 90, cyclophilin 40] im Hinblick aafines moglichen Einflusses von coplana-
ren bzw. nicht-coplanaren PCBs auf deren Genexpresin untersucht. Dabei konnte diese
Arbeitsguppe durch sowohl komplanare als auch +koptanare PCBs bei CYP1B1 und

COX-2 einen Anstieg der mRNA-Expression verzeichriere Expression von IL{1 und
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PAI-2 hingegen war bei praimplantierten Kaninchebgrmonen herunterreguliert (Kietz und
Fischer, 2003).

Letzteres kdnnte die in dieser Arbeit aufgezeidiegebnisse zu PAI-1 bestatigen, da beide
Serinprotease-Inhibitoren prinzipiell die gleichenktionsweise aufweisen, mit dem Unter-
schied, dass PAI-2 ein meist von der Plazenta gegtes Serpin darstellt und wahrend der
Schwangerschaft in signifikanten Mengen vorliegticA weitere Ergebnisse aus der eben
genannter Arbeitsgruppe weisen auf PCB-vermittEkpressionsveranderungen von Genen
(CYP1A1, CYP1B1, VEGFR2, und COX-2) in Kaninchergdtezysten hin, wobei es sich hier
um eine Erhéhung der mRNA-Level handelte, was imggBsatz zu den in dieser Arbeit ge-
zeigten Ergebnissen zu CYP1A1 und COX-2 steht &atet al.).

Eine mogliche Erklarung fir die beiden aufgefuhifeskrepanzen der durch PCB153 und E2
ausgelosten Veranderungen in den mRNA-Expressideemnintersuchten Gene ist die unter-
schiedliche Expositionszeit der eingesetzten Subketg welche bei von Kietz und Fischer
bzw. Clausen et al. mit 5-6 Tage erheblich |angar. Was in dieser Arbeit mittels gRT-PCR
untersuchte Zeitfenster der Testsubstanzexpodi@girug jedoch nur 24h. Ein direkter Ver-
gleich der Ergebnisse aus dieser Arbeit mit denender beschriebenen Arbeitsgruppe ist
aufgrund dieses eventuell zeitabhangigen Effekts R€B153 somit nicht moglich. Neben
den hier aufgezeigten ,kurzfristigen* Auswirkungesn PCB153 (100ng/ml) nach 24h Inku-
bation von hTERT-EEC konnten vergleichende gRT-PARlysen behandelter hTERT-
EEC Zellen nach 4-6 Tagen Aussagen Uber eventuittegende Langzeiteffekte dieser Sub-
stanz zulassen und sollten Bestandteil weiterengiver Untersuchungen sein.

Nach intensiver Literaturrecherche sind dies dstesr Hinweise auf eine PCB153-vermittelte
Repression der Genexpression vonoERBPR30, SOCS3, AhR, ARNT, PAI-1, CYP1A1,
EGFR und MMP3 in einer uterinen Zelllinie. Es schedass PCB153 durch multiple Genex-
pressionsveranderungen nicht nur zur Verschiebesgethdokrinen Gleichgewichtes im ge-
sunden Endometriumgewebe fihrt, sondern auch fiianderungen wichtiger physiologi-
scher Prozesse wie Detoxifizierung, Angiogenesayeébeumbau (,tissue remodeling“), Mig-
ration/Invasivitat bzw. Proliferation verantwortligst. Es konnte sein, dass PCB153 als eine
Art akute bzw. kurzfristige Reaktion zunachst zoeen Arrest bzw. zur Sensibilisierung der
Zelle fuhrt und dann im spateren Verlauf nach lafmiptiger Exposition der Zellen mit
PCB153 erst zum spezifischen Ausschalten und Adtvi wichtiger physiologischer Prozes-
se wie hormonelle Kontrolle und Proliferation fihrt

Uberraschend war jedoch, dass auch E2, welche @i$rddle eingesetzt wurde, ein stark-

reprimierendes Expressionsprofil bei diesem Zellgwirkte. Das lasst im Hinblick auf die
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Entstehung gynakologischer Erkrankungen wie Endoaset oder Endometriumkarzinom die
Tragweite des E2-Einflusses nur erahnen. Man gelitech nicht vergessen, dass das hier als
in vitro-Modell untersuchte hTERT-EEC-Zellsystem kein mehishtiges und zyklisch
Hormon-abhangiges funktionales Endometrium datstelid demnach die Auswirkungen
naturlich vorkommender hormoneller Regulationen uridraktionen mit anderen Signalwe-
gen im Zusammenhang mit PCB153 hier nicht umesvo Bedingungen untersucht werden
konnten.

Zusammenfassend weisen die aufgezeigten ErgebR{SBA53-vermittelter Reaktionen bei
hTERT-EEC Zellen darauf hin, dass dieses Xenoestrater Wirkungsweise von E2 sehr
ahnliche ist und das die von beiden Substanzerorgawfenen Effekte nicht nur tber den
ER-Signalweg, sondern auch tber dessen ,cross-tailksdem AhR- GPR30- und EGFR-

Signalweg vermittelt zu werden scheinen.

4.4.2 Vergleich PCB153- und E2-vermittelter Effekteoei N TERT-EEC-Zellen vs. Pri-
marzellen aus Endometriose-Explantaten
Endometriosegewebe unterscheidet sich von gesulshelnmetrium im Hinblick auf dessen
Molekularbiologie erheblich. Das Entstehen und Vdaatm von Endometrioseimplantaten
wird anfanglich wesentlich durch Hormone beeinfludé&ch Manifestierung dieser Erkran-
kung ist der weitere Verlauf jedoch meist Hormormbiméngig.
Bei Gegenuberstellung der aus den qRT-PCR-Expetenegrhaltenen Ergebnisse, fiel auf,
dass die durch E2 und PCB153 hervorgerufenen Geessipnsveranderungen in beiden
untersuchten Zellsystemen sehr ahnlich waren. BSigestanzen fuhrten meist gemeinsam
entweder zu einer Induktion, Repression oder keWeranderung des jeweiligen Faktors
(siehe Ubersichtstabelle 3.5.2.2). Dies lasst mé potente estrogene Wirkung von PCB153
schlieBen. Weiterhin scheint es, dass PCB153 dRegression multipler Gene und Ver-
schiebung des endokrinen Gleichgewichtes im gesur@@ewebe wichtige physiologische
Prozesse wie Angiogenese, Gewebeumbau (,tissuededimg“), Migration und Invasivitat
bzw. Proliferation sukzessive aul3er Kraft setzt dads diese Prozesse auch bei erkranktem
Endometriosegewebe durch PCB153-Einwirkung weitetgéfihrt werden. Jedoch reagiert
Endometriosegewebe aufgrund seiner ohnehin schdoken-disruptierten Eigenschaften
weniger sensitiv auf PCB153 bzw. E2 im VergleicmzZoTERT-EEC-Zelltyp. Die Ergebnis-
se aus Kapitel (3.4) lassen ein reges Zusammenggigthiedener Signalwege bei der PCB-

vermittelten Disruption des hormonellen Gleichgdwscvermuten.
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Einen Zusammenhang zwischen der Entstehung digkearikung und dem Dioxin 2,3,7,8-
Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCDD) konnte bereiteiRet al. 1993 imin vivo-Tiermodell

bei chronisch Dioxin-belasteten Rhesusaffen Dosigiagig zeigen. In neueren Untersu-
chungen gibt es starke Hinweise, dass vor allenxibéound Dioxin-ahnliche Verbindungen
(PCBs) potente endokrine und immunologische Modutat fir die Pathogenese der Endo-
metriose darstellen (Mueller et al., 2005; Rier &was$ter, 2002). Die in der Literatur be-
schriebenen Studien zur Entstehung von Endometimmséusammenhang mit Xenoestroge-
nen, speziell im Hinblick auf PCBs, sind begrenad wie bereits erwahnt sehr widerspruch-
lich. Dabei standen vor allem Dioxin-ahnliche PGBkoplanare PCBs) im Focus vieler Stu-
dien, wobei generell keine Assoziation zwischenxbigihnlichen PCBs und dieser Erkran-
kung gefunden werden konnten (De Felip et al., 200dkar et al., 2009; Pauwels et al.,
2001; Tsukino et al., 2005). In Studien in denerchidDioxin-ahnliche PCBs (=Nicht-
coplanre PCBs) untersucht wurden, konnten einigevelise auf solch einen Zusammenhang
gefunden werden (Gerhard, 1992; Heilier et al. 80@uis et al., 2005; Porpora et al., 2009;
Reddy et al., 2006). Aber auch hier gibt es wigaeshende Untersuchungen, bei denen ein
solcher Zusammenhang nicht bestatigt wurde (Tradtext, 2010).

In der Literatur wurden bereits einige Endometripsavante Gene im Hinblick auf einen
mdglichen Einfluss von Xenoestrogenen auf das Kraitkgeschehen beschrieben. Hierbei
zeigten z.B. das Herbizid 2-Chloro-S-Triazin sowi@ DDE einen induzierenden Einfluss
auf die Aromatase-Aktivitat (Sanderson et al., 2000u et al., 2001). Ein gegenteiliger Ef-
fekt ist in der Literatur z.B. fur Tributyl- und iphenylzinn beschrieben. Beide Substanzen
hatten bei diesem vitro-Untersuchungedie Inhibition der Aromatase-Aktivitat in Zellenide
humanen ovariellen Granulosa-ahnlichen TumorzelliGN zur Folge (Saitoh et al., 2001).
Da Xenoestrogen-vermittelte Veranderungen auf dmmataseexpression bereits Bestandtell
vieler Untersuchungen waren, wurde dieses Gen dgswan der hier vorliegenden Arbeit
nicht in die Analysen mit einbezogen.

Die in dieser Arbeit durch PCB153 und E2 bei Prirelen aus Endometriose-Explantaten
gemessenen Genexpressionsanderungen, waren wie ischind ERT-EEC-Zelltyp, mit Aus-
nahme von ER und uPA, einander sehr ahnlich, fihrten also &eh meist entweder zur
Induktion, Repression oder zu keiner Veranderurgjeeiligen untersuchten Faktors (siehe
Ubersichtstabelle 4.3, dunkelgriin markiert). Dienfi¢hkeit des durch PCB153 hervorgeru-
fenen Expressionsprofils mit dem von E2, lasst efeauf eine estrogene Wirkung dieses
Xenoestrogens schliel3en. In diesem Zusammenharigtigeen die analysierten mRNA-

Expressionsveranderungen der Gene PROG-1, GPR38@E&3, zunachst einen maglichen
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Einfluss auf den ER-vermittelten Signalweg der tmtehten Stoffe bei Primarzellen aus En-
dometriose-Explantaten.

Im Gegensatz zum hTERT-EEC-Zellsystem zeigte sielntRNA-Expression von PROG-1
durch PCB153 und E2 jedoch erniedrigt. Dies stehEinklang mit der in der Literatur wah-
rend des Krankheitsgesches beschriebenen Entstelenrigrogesteronrezeptor-Resistenz bei
Endometriose, bei der dessen A-Form im Zuge demAidation von E2 u.a. zellularen Ver-
anderungen des endometriotischen Milleus kompttiterreguliert wird (fir Review siehe
Bulun et al., 2009). Dies spiegelt sich auch in gemessenen niedrigen basalen Expressions-
level von PROG-1 wider. Durch den Einfluss von E®I PCB153 wird der reprimierende
Effekt noch weiter verstarkt.

Einen wesentllichen Unterschied zwischen der Wigkuan E2 und PCB153 gibt es bei der
Expression von ER (Abb 3.4.2 D). Hier scheint E2 einen antagonisist Effekt und
PCB153 einen eher schwach agonistischen Effekdeuf ranskription von ER zu haben.
Beim Vergeich aller in diesem Zelltyp durch PCB1&8 E2 ausgeldsten Effekte mit dem
des hTERT-EEC Zellsystems féllt der allgemein ebanwache transkriptionelle Einfluss
beider Substanzen auf die untersuchten Gene aufeivaber auch hier beide Stoffe einen
eher suppressiven Charakter aufweisen (Abb. 3.43.&Einige der untersuchten Gene wur-
den durch PCB153 und E2 (VEGF, PAI-1 und EGFR) tnieeinflusst bzw. lagen kaum sig-
nifikant veréndert vor (E&® ARNT, uPA, CYP1A1l), was mdglicherweise auch amshaiz
einer zu geringen Anzahl an Endometriose-Explantb&troffener Patientinnen (n=3) fur die
gRT-PCR Analysen gelegen haben kdnnte.

Der Einfluss der untersuchten Testsubstanzen ag AhR- bzw. XRE-vermittlelte Tran-
skription ist bei diesem Zelltyp im Vergleich zuERT-EEC System eher schwach ausge-
pragt. Deckungsgleich war die in beiden untersutHiglsystemen antagonistische Wirkung
des spezifischen ER-Inhibitors ICI 182780 auf dieRN\-Expression von ARNT und COX-
2. Die Wirkung des ICI 182780 auf ARNT und COX-2rde bereits im hTERT-EEC Zell-
system diskutiert.

Interessant war ein vergleichsweise kaum messlvapimierender Einfluss von PCB153
und E2 auf die mRNA-Expression von uPA und PAI-glalier im hTERT-EEC Zellsystem
hoch signifikant war. Trotz hoher gemessener bastd-1-Expressionslevel in unbehandel-
ten Primarzellen aus Endoemtriose-Explantaten,téitweder die Inkubation mit PCB153
noch E2 zu signifikanten mRNA-Verédnderungen von-RAl

Nach grindlicher Literaturrecherche sind dies wiede die ersten Hinweise auf eine
PCB153-vermittelte Repression der Genexpression REROG-1, GPR30 und SOCS3 bei
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Endometriosegewebe. Aufgrund dessen, dass zum direturch PCB153 in ihrer Genex-
pression veranderten Faktoren (PROG-1, GPR30 ur@dS3Din die Gruppe der ER- bzw.
ERE-vermittelten Zielgene einzuordenen sind und anmderen PCB153 nur zu schwachen
Veranderungen AhR- bzw. XRE-vermittelter Gene féhkonnte man diesem Xenoestrogen
eine grofRere Rolle im ER-vermittelten SignalwegtBmiloemtriose zuweisen. Vielleicht spie-
len aber auch Cytochrom P450-Enzyme wie CYP1Al diedGenprodukte des AhR- bzw.
XRE-vermittelten Siganlweges, die bekannt fur iR@le beim Steroid- und Fremdstoffme-
tabolismus sind, nur eine untergeordnete Rolledieser Erkrankung. Dies kdnnte damit er-
klart werden, dass Endometriosegewebe im VerlaufKtankheitsentstehung zunehmend
Hormon-unabhé&ngiger wird und dass somit die gemenBhzyme damit ihre Bedeutung ver-
lieren.

Es scheint, dass PCB153 auch im untersuchten Pmtgystem von Endometriose-
Explantaten noch die Fahigkeit besitzt, die Expoesserschiedener Gene zu beeinflussen.
Jedoch scheint dieser Zelltyp im Vergleich zu hTHEHC Zellen,aufgrund seiner ohnehin
schon Hormon-disruptierten Eigenschaften, wenigesisiv auf PCB153 bzw. E2 zu reagieren.
Auch in Priméarzellen von Endometriose-Explantategt, obwohl in abgeschwéachter Weise,
eine Wirkung von PCB153 lber den ER-Signalweg hiav.,cross-talk” zwischen ER und dem
AhR-Signalweg naheDarum sind mehr Untersuchungen notwendig um dmaugen Regulati-

onsmechanismen des ER-Signalweges und dessen-jalkssbesser verstehen zu kénnen.

4.5 Risikopotential von Xenoestrogenen innerhalb Hoon-abhéngiger Prozesse

Estrogene spielen eine wichtige Rolle bei vielegspdlogischen Prozessen wie Wachstum
und Differenzierung. Dabei wirkt es an verschiededélgeweben wie z.B. Brustdriisen,
Knochen, Gehirn, kardiovaskularen System sowie miblichen und mannlichen Reproduk-
tionstrakt.

Der klassische Mechanismus einer E2-abhangigerktimduder Genexpression wird durch
Liganden-gebundene ER-Homodimere vermittelt, welshespezifischen mehr oder weniger
palindromischen Sequenzen (ERE) in PromotorregioHermon-abhaniger Gene binden
(Kumar et al., 1987). Es ist bekannt, dass einigeet Promotorregionen auch mehrere ver-
schiedene EREs beinhalten konnen oder in Kooperatib anderen Transkriptionsfaktoren,
wie z.B. Spl oder AP-1 funktionale Hormon-regukeiotive darstellen kénnen (Khan,
2003; Paech et al., 1997). AuBerdem ist E2 in @gel die Genexpression auch durch Inter-
aktion von ER mit anderen, DNA-gebundenen Transikmgfaktoren zu aktivieren. Daruber

hinaus existiert eine Reihe von Kofaktoren, welafie nukledren Rezeptoren (NRs) intera-
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gieren und die jeweilige transkriptionelle Aktiitirhéhen (Enhancer) oder erniedrigen (Re-
pressor) konnen (McKenna et al., 1999). Sie steitekulare Briicken zwischen den NRs
und der Transkriptionsmaschinerie dar. Solche Fahktsind jedoch limitiert und NRs kon-
kurrieren um diesen Pool fordernder bzw. inhibidmrRegulatoren, welche essentiell fur ein
optimales Transkriptionsmillieus sind. Hierdurch @s moglich die Stimmulation eines Re-
zeptor-vermittelten Signalweges durch Wegfangeneayesam verwendeter Regulatoren zu
inhibieren (Meyer et al., 1989).

Xenoestrogene konnen die Funktion von NRs innerklibmon-gesteuerter Systeme erheb-
lich stéren. Sie reprasentieren eine Gruppe vorst@nbken natirlicher und anthropogener
Herkunft. Die vielfaltigen durch sie verursachtair8ngen liegen zum einen daran, dass die-
se Gruppe eine chemisch-strukturell sehr variabék®asse darstellt. Zum anderen ist dies
aber auch ihrer pleiotropen Wirkung zu zuschreilvegiche wie E2 Gber multiple Mechanis-
men agieren konnen. Die meisten von einer Xenagstroermittelten Reaktion betroffenen
NRs laufen jedoch Uber den ER, AhR, PROG, Thyraiejpéor, Glucocorticoid, PregnaneX-
Rezeptor (Bodwell et al., 2004; Hurst and Waxm&942 Villa et al., 2004) ab. Dartberhin-
aus konnen viele Rezeptoren auch ein ,cross-talk“Vifachstumshormonrezeptoren einge-
hen wie am Beispiel zwischen ER und EGFR.

Die strikte Trennung und somit separate Betrachulemwin dieser Arbeit untersuchten Hor-
mon- bzw. Xenoestrogen-vermittelten Signalwege (MRPK und AhR) ist bei naherer Be-
trachtung der meisten untersuchten Gene nicht etiglia viele der hier untersuchten Zielge-
ne multiple Bindungsmotive flr deren transkriptibemé\ktivierung in ihren Promotoren auf-
weisen oder wie eben bereits erwahnt, die ER-, Akt MAPK-aktivierten Signalwege um
die Bindung eines gemeinsamen Kofaktorenpools komken und so z.B. die trans-
Inhibition ausgeboteter Signalwege verusachen kinbeirch transkriptionelle Vernetzung
von Schlisselgenen wie z.B. ER, COX-2, CYP1Al, VEGEFR u.a. wichtiger zellularer
Sigalwege wird eine Steuerung physiologischer Frszém Hinblick auf Wachstum und Dif-
ferenzierung maoglich. Dies bedingt aber auch deB&iranfalligkeit gegentiber Hormon-
ahnlichen Stoffen wie die des in dieser Arbeit tsuehten Xenoestrogens PCB153 erkennen.
Schwierig und hoch kontrovers ist auch die Beuwtwyl eventuell auftretender Dosis-
Wirkungs-Beziehungen. So kdnnten schwache Dosess édubstanzgemisches eventuell zu
groRReren toxischen Effekten fuhren als hohe Dos®r Substanz (Koppe, 2006; Rasmussen
et al., 2003). Ein gemeinsamer Dosis-Wirkungs-Medraus wird wohl aufgrund ihrer bis-

her entdeckten vielfaltigen Wirkungsweisen nichisgaren.
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Das Vorhandensein genetischer Polymorphismen be@fiReren, Hormon-metabolisierenden
Enzymen und Rezeptor-vermittelten Zielgenen kanrbb&effenden Zellen, Geweben oder
bestimmten Populationen zu unterschiedlichen Wigkweisen von Hormonen und Xeno-
estrogenen fuhren (Li et al., 2006). Aber auch &t wie Ernahrung oder Lebensstil kon-
nen modulierende Auswirkungen in diesem Zusammenhbaigen (You et al., 2002). Unter-
schiede in der Wirkung von Xenoestrogenen werdeh aurch Exposition bestimmter Indi-
viduen zu kritischen Zeitpunkten hervorgerufensal z.B. Expositionem utero fur physi-
ologische Prozesse wie Differenzierung und Organege kritisch, aber auch postnatale Ex-
positionen wie z.B. vor dem Beginn der Menarcher edithrend der Pupertét stellen sensible
Zeitfenster hormoneller und xenoestrogener Verwank#it dar (LaRonda, 2004).

Es gibt starke Hinweise, dass chronische Inflamwnatiit der Entstehung bestimmter Krebs-
arten verbunden ist (Ohshima et al., 2003; Steedé,e2003).

Alarmierende Hinweise zum Einfluss verschiedeneno&strogene erhielt man schon in den
1970er und 80er Jahren, als eine Vielzahl von Ekiwngs- und Reproduktionsstdrungen bei
vielen Tiergruppen festgestellt wurden. So gelamgtd3. 1980 bei einem Unfall in Florida
grol3e Mengen Dicofol, ein chemischer Verwandter Sigsadstoffes DDT, und andere Che-
mikalien in den See Apopka. Wahrend darauf folgeddére ging die Population dort leben-
der Alligatoren um 90 Prozent zurlick und hat siamer noch nicht erholt. Bei mannlichen
Alligatoren wurden geringere Mengen méannlicher Gesshtshormone gefunden, in weibli-
chen Tieren erhohte Mengen weiblicher Hormone. #@lish wiesen die Eierstocke der
Weibchen sowie die Hoden und Penisse der Manncivensd Missbildungen auf. Heutzuta-
ge stellt die Umgebung des besonders industrigiliggen St. Lawrence Stroms in Kanada
eine stark mit Xenoestrogenen belastete Regionirdarelchem eine Population von Beluga-
walen Qelphiapterus leucas) lebt. Post mortem Examinierungen dieser Tieraleeg hohe
Akkumulationen mit landwirtschaftlichen und induslien Kontaminanten (PCB, DDT) im
Fett der Tiere, welche fir die reduzierte Gebugnrerantwortlich gemacht werden. Dieser
Zusammenhang konnte auch in einer experimenteliedics in der Robben mit belastetem
Fisch gefuttert wurden und ebenfalls eine reduzidungtierrate zeigten, beobachtet werden
(Reijnders, 1986). Diese Beluga-Population zeigtemdem eine hohere Tumorrate als ir-
gendeine andere terrestrische oder aquatischerfliptartineau, 2002). Aber auch Stérungen
und Erkrankungen des Reproduktions-, Immun- undlemten Systems bis hin zu echten
adultem Hermaphrodismus konnten beobachtet werl@derdem fand sich eine hohe sys-
temische Expression der Cytochrom P450-abhéngigembkygenase CYP1Al (DeGuise et
al., 1994; Wilson et al., 2005).
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Auch die in Zellmotilitatsversuchen mit verschiedenXenoestrogenen nachgewiesene ge-
steigerte Motilitat von hTERT-EEC Zellen (Abb. 38)sammen mit den Befunden einer re-
primierten MMP-3-Expression durch PCB153- bzw. BReibation bei diesem Zelltyp, lassen
auf pathologische Veranderungen des endometriatemeBes schlielRen. Durch Einsatz von
Xenoestrogenen mit unterschiedlicher Affinitat zaimR-Rezeptor, konnte dabei eine Steige-
rung der Motilitat in AhR-abhangiger Weise bei @esZelltyp nicht festgestellt werden. Vor
allem TCDD und PCB153 erwiesen sich als potentektaten der Motilitat und lieBen die
hTERT-EEC Zellen vermehrt durch den Porenfilter dexm (Willing et al., 2010).

Ein wesentliches Merkmal von Inflammation wie zliei der Endometriose, ist die gesteiger-
te Produktion von Prostaglandinen und Cyclooxygen&o werden z.B. COX-2, E2 und
PGE2 in den meisten Geweben unter normalen Bedgagunicht exprimiert, liegen jedoch
bei Endometriosegewebe verstarkt akkumuliert vér @eview siehe Bulun, 2010). Dies
deckt sich mit den Ergebnissen aus der qRT-PCRedigbeit, bei der hTERT-EEC Zellen
kaum basale COX-2-Expressionslevel im VergleictZellen aus Endometriose-Explantaten
zeigen (Abb. 3.5.1.1 und 3.5.2.1). In wie weit P6GBDbder E2 an diesem Prozess der COX-
2-Zunahme im Detail beteiligt sind, sollte Bestamildiveiterfihrender Untersuchungen sein.
In dieser Arbeit konnte jedenfalls keine Zunahme @®X-2-Expression durch Inkubation
mit PCB153 oder E2 nachgewiesen werden. Beide &ubsh wirkten reprimierend auf die
COX-2-Expression ,gesunden” Gewebes, reprasertdigth hTERT-EEC Zellen. Solch ein
reprimierender Effekt konnte durch keine der bei@ebstanzen bei Zellen aus Endometrio-
se-Explantaten beobachtet werden (Abb. 3.5.1.4d_3umn 2.4 C).

Viele Untersuchungen haben bereits auf die groapgfexitat Estrogen-vermittelter Signal-
wege hingewiesen. So gibt es multiple ER-abhandtignalwege, verschiedene ER-
Bindungsmotive an der DNA sowie Interaktionen dersechiedenen ER-Signalwege mit an-
deren Transkriptionsfaktor-vermittelten Signalwedkelall et al., 2001). Zur Gruppe der ER-
abhangigen Signalwege gehdren aber auch ,cross-tdés ER mit Rezeptortyrosinkinase-
Signalwegen und intrazellularen Signalkaskadendeie MAPK ERK1/2, aber auch Signal-
wege, bei dem der ER Uber andere Transkriptionsfektan deren ,response elements” an
die DNA bindet wie AP1, SP1 und NB (Bjornstrom and Sjoberg, 2005; Hammes and Lev-
in, 2007; Pietras and Marquez-Garban, 2007).

Aufgrund dieser Beobachtungen ist das Interessedean Aufklarung gerade der nicht-
klassischen ER-abhangigen Signalwege, bei welcleER-Bindung am klassichen ERE
keine Rolle spielt, grof3. In diese nicht-klassi@rippe der ER-abhangigen Signalwege ge-

horen z.B. membranstandige ER-Proteine, als GPR38ithnet, welche E2 binden und uber
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G-Proteine und EGFR, cAMP- und MAPK-Signalkaskastmulieren kénnen (Filardo et al.,
2002; Prossnitz et al., 2008; Revankar et al., 2086mas et al., 2005).

Neben E2 kdnnen aber auch Xenoestrogene am GPR&88&miSo wurde bereits von der p,p-
DDT- und Kepon-Bindung an diesen Rezeptor bereidfiteomas and Dong, 2006; Thomas
et al., 2005). Aber auch fur Substanzen wie Bisphénoder Pestizide wie Methoxychlor
und Antrazine ist eine solche Bindung nachgewiegemien (Thomas et al., 2005).

So ist eine Uberexpression von GPR30 bei Brustkpelsgtiv mit der TumorgroRe, dem Me-
tastasierungsgrad sowie einer Her-2/neu-Uberexpres®rreliert, was GPR30 eventuell zu
einem interessanten prediktiven Marker fur das esglve Mammakarzinom macht (Filardo
et al., 2006). Auch der Zusammenhang zwischen GRR@0@em Endometriumkarzinom ist
in der Literatur beschrieben. Hierbei ist eine GPRBerexpression positiv mit der Protein-
expression von EGFR korreliert, welche haufiger diaer tief myometrial-invasierte Form
des Endometriomkarzinoms vorlag, was wiederum mhibleter Aggressivitat, einem fortge-
schrittenem Tumorstadium und einer geringeren @berisrate verbunden war (Smith et al.,
2007). Ahnliches wurde auch fiir das Ovarialkarzirmobachtet (Smith et al., 2009).

Der Zusammenhang eines mdoglichen Einflusses von1B8Rwuf eine gesteigerte mRNA-
Expression von GPR30 konnte in dieser Arbeit wddeiZellen der Zelllinie hTERT-EEC
noch fur die aus Endometriose-Explantaten aufgezeggden (Abb. 3.5.1.2 D und 3.5.2.2).
In beiden untersuchten Zellsystemen war sowohl FS3Bdls auch E2 in der Lage, die Ex-
pression diese Gens zu reprimieren, wobei derme@rende Effekt bei hTERT-EEC Zellen
deutlicher zu erkennen war. Die Ergebnisse lasséerdeinen eher geringen Einfluss dieses
membranstandigen Estrogenrezeptors auf den Kraskiedauf der Endometriose vermuten.
Jedoch lasst die erfolgte Repression dieses Genh deide Substanzen auf eine Interferenz
der untersuchten Substanzen mit diesem Rezeptoztypseinem Signaling schliel3en.

Es existiert eine Anzahl an Hinweisen, dass diétrktassischen Wirkungsweisen von ER
vor allem im Reproduktionssystenm (ivo) die eine Hauptrolle spielen (Klinge et al., 1999;
Matthews and Gustafsson, 2006; McDevitt and W&i868), was viele dan vitro gewonne-
nen Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen. In welchafle die in dieser Arbeit angesproche-
nen ER-Rezeptortypen (BRER3 und GPR30) an einzelnen ER-vermittelten Signalwege
bzw. deren ,cross-talks* mit anderen Signalwegeteibgt sind, bedarf weiterer genauerer
Untersuchungen.

Die Evolution von Rezeptoren fir die verschiedel&ssen von Steroiden sowie die Evolu-
tion von Enzymen wie Steroiddehydrogenasen undyton P450s stellten wichtige Ereig-

nisse in der Evolutionsgeschichte von immer komgiexerdenden multizellularen Organis-
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men dar. So entwickelten sich aus einem ,ER-Uralmtaufe vieler Millionen Jahre durch
drei aufeinander folgende Duplikationen, alle selsbste vorkommenden Steroidhormonre-
zeptoren (Thornton et al., 2003). Daruber hinausnmi man an, dass zwischen nukledren
Rezeptoren und oben genannten Enzymen eine Co4iorokiattfand, fir deren Fortentwick-
lung Xenoestrogene aus der Umwelt sowie die ,Vedankeit* des Fremdstoffmetabolis-
mus antreibend waren (Baker, 2005).

Mit dem ER als Urrezeptorprotein war E2 als Ligdreteits vorhanden. Vermutlich waren
auch andere Hormone wie Progesteron und Testostaterintermediarprodukte des E2-
Metabolismus ebenfalls schon vorhanden. Diese Aweisstufen und somit potentielle Ligan-
den zeigten jedoch noch keine Affinitat zu einems dato evolvierten Rezeptor (,orhpan lig-
ands"). Durch Duplikationsereignisse in den Rezeygonen kam es zu diversen Sequenzab-
weichungen und schliel3lich zur Entstehung neueeperen mit neuen Bindungseigenschaf-
ten, wodurch einige Intermediarprodukte des E2-B&mus eine Signalfunktionen erhiel-
ten (,ligand exploitation®).

Solche evolutionaren Prozesse kénnen Unterschieddarmon- und Xenoestrogenmetabo-
lismus hervorrufen und so z.B. Spezies-spezifid¢heerschiede im Xenoestrogenstoffwech-
sel erklaren. Au3erdem liegen bei vielen Menschene@n unterschiedlichen Versionen (Po-
lymorphismen) vor, wodurch deren Genprodukte inesiandelten Versionen und Aktivitaten
vorliegen, was dann auch zu Abweichungen im Xemogsh-Metabolismus fiihren kann.
Somit scheinen ER-vermittelte Reaktionen eine Sddiiolle bei physiologischen Prozessen
wie Proliferation und Differenzierung, welche vdlea fir Entwicklung und Reproduktion
von grof3ter Bedeutung sind, einzunehmen. Anthropdgegestellte und in hohem Malie in
die Umwelt eingebrachte Stoffe wie PCB153 zeigeir, Ergebnisse dieser Arbeit ausfuhren,
einen estrogenen Charakter sowie einen regen jtatissmit anderen Signalwegen. Deren
Risikopotential, normale endogene ER-vermittelgn8iwege zu stdren, ist daher hoch und

sollte Bestandteil auch weiterfihrender intensiyetersuchungen sein.

5 Zusammenfassung

Die humane Uterusschleimhaut (Endometrium) stallidgnamisches System dar, welches in
Vorbereitung auf eine Embryoimplantation fortwahteyklischen Veranderungen unterliegt.
Wahrend eines Zyklus ist 17R-Estradiol (E2) dasi@miinante Hormon der proliferativen
Phase, wohingegen Progesteron die sekretorischee Rloaniniert. Die ungestérte hormonelle
Steuerung dieses Reproduktionsorgans, welche \ggdiber Rezeptor-vermittelte Prozesse
erfolgt, ist eine wesentliche Grundvoraussetzung wieiblichen Fertilitéat. Viele Untersu-

chungen haben bereits auf die gro3e Komplexitdiogsh-vermittelter Signalwege, welche
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5 Zusammenfassung

Uber zwei spezifische EstrogenrezeptorenoERd ) ablaufen, hingewiesen. Aul3erdem
zeigen diese Rezeptoren in ihrer Bindung verschiedeigandenstrukturen ein hohes Mal3 an
Promiskuitat. In vorausgegangenen Untersuchungeeran Arbeitsgruppe wurde auf eine
deutliche Belastung des humanen Endometriums raitden Xenoestrogenen PCB153, 13-
HCH und p,p’-DDE in physiologisch relevanten Kortzationen hinwiesen. Diese Xeno-
estrogene reprasentieren eine Gruppe von Substamtleropogener Herkunft, welche struk-
turell endogenem E2 sehr &hnlich sind. Sie stelmeWerdacht die Funktion endogener Hor-
mone empfindlich zu stéren.

In dieser Arbeit sollte daher das Ausmal der laterfz von Xenoestrogenen mit den ver-
schiedenen Estrogenrezeptor (ER)-Signalwegen waiatrsverden.

Dafur wurden zunachsh vitro-Wachstumsanalysen mit unterschiedlich Hormon-sigesi
Zelllinien durchgefihrt. Dabei wurden bei der uten Zelllinie hTERT-EEGn vitro ein ge-
steigertes Wachstum nach 96h Inkubation mit denoX¥simogenen PCB153, p,p’'DDE, R3-
HCH und Coumestrol sowie mit 173-Estradiol (E2) kattrolle nachgewiesen. Bei unter-
suchten Hormon-unabh&ngigen Primarzellen aus Engiose-Explantaten und Zellen der
Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2 konnten nadkicher Xenoestrogeninkubation kei-
ne proliferativen Effekte gemessen werden. Paraliielzu wurden diein vitro-
Wachstumsanalysen mit zwei spezifischen Inhibitoneelche ER-vermittelte Signalwege
betreffen, durchgefuhrt. Hierbei kam es in Anwesdnties reinen ER-Inhibitors ICI 182780
und dem jeweiligen Xenoestrogen PCB153, 3-HCH,-PPE, dem Phytoestrogen Coum-
estrol sowie der Kontrolle E2 zur vollstandigen éhdrtickung der gezeigten Wachstumsstei-
gerung der hTERT-EEC Zellen. Die Inkubation mit d&fAPK-Inhibitor U0126, welcher
den ,unspezifischen* Wirkmechanismus des ER-vestéh Signalwegs durch Inhibition der
Phosphorylierung von ERK1/2 verhindert, zeigte dd@npfung der gezeigten Wachstums-
steigerung dieser Zellen. Auch bei der Brustkrelisie MCF7 wurde eine ahnliche Xeno-
estrogen-induzierte wachstumsdampfende Wirkung mwesenheit des MAPK-Inhibitors
beobachtet. Die spezifische Suppression der Xergesi-induzierten Proliferation durch den
ER- und MAPK-Inhibitor weist auf eine Interferenerduntersuchten Xenoestrogenwirkung
mit sowohl dem ,klassischen® als auch dem ,altemmat’ Signalweg von ER hin.
Weiterfilhrend wurde das Proliferationsverhalten vmiltypen verschiedener Herkuniinter
Xenoestrogeneinfluss alternativ geprift. Dabei teegjich bei immuncytochemischen Untersu-
chungendes Proliferationsmarkers Ki@&i den Hormon-sensitiven Zellen der Brustkrebzell
nie MCF7 und der uterinen Zelllinie hTERT-EEC duRBB153 und E2 eine erhthte Proteinex-
pression des Proliferationsmarkers Ki67.

In Reportergenanalysen, bei welchen mit Hilfe depditergenvektors pERE die Bindung von E2
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5 Zusammenfassung

und ahnlich affinen Substanzen am ,estrogen regpelenent” (ERE) messbar gemacht wurde,
induzierte PCB153 eine ahnlich hohe Promotoraldivitie E2. Die Gegenwart des ER-Inhibitors
IC1 182780 verhinderte die Induktion der Promotaratét bei beiden Testsubstanzen.

Auch Western Blot-Untersuchungen der ERK1/2-Prabgimession erhérten die Vermutung,
dass die Wirkung der untersuchten Xenoestrogenebaen ER-Signalwegen ausgehen
konnte. Es scheint, dass vor allem PCB153 im Hokidiuf seine Wirkungsweise starke est-
rogene Eigenschaften besitzt.

Da sowohl das Wachstum von Zellen aus der Brustads aus dem Uterus durch die unter-
suchten Xenoestrogene gesteigert wurden und dabeirgyesetzten Inhibitoren auch in ahn-
licher Weise in der Lage waren die Wirkung diesengestrogene negativ zu beeinflussen,
kann von einer Gewebe-spezifischen Wirkung von isle2CB153 nicht ausgegangen wer-
den.

Eine der Fragestellungen dieser Arbeit war esirdighéngigkeit von Xenoestrogenen even-
tuell schon in frihen Stadien auftretenden Veramugen gesunder endometrialer Zellen zu
untersuchen. Diese Untersuchungen wurden an imhsteteen endometrialen Epithelzellen
(hnTERT-EEC) und endometriotischen Priméarzellen vendoskopierten Endometriose-
Patientinnen mit der Diagnose idiopathische Stétidlurchgefihrt.

Die durch E2 und PCB153 hervorgerufenen Genexmesgeranderungen in beiden unter-
suchten Zellsystemen stellten Gberwiegend Repmssidar. Ausserdem war aufféllig, dass
beim Vergleich der durch E2 und PCB153 induzieiE#ekte, beide Substanzen meist ahn-
lich reagierten, was die vermutete estrogene Wigkton PCB153 weiter erhartet. Es scheint,
dass PCB153 im gesunden Gewebe durch RepressidipleruGene an der Verschiebung
des hormonellen Gleichgewichtes beteiligt sein kénumd dartber hinaus wichtige physiolo-
gische Prozesse wie Angiogenese, Gewebeumbauwgtiesnodeling®), Migration und Inva-
sivitat zu stéren vermag und dass diese stérendehigse auch bei bereits erkranktem En-
dometriosegewebe durch PCB153-Einwirkung weitetgidiihrt werden kénnen. Daruber
hinaus zeigten PCB153 und E2 Auswirkungen auf digré&sion von GPR30, AhR, ARNT
und EGFR, was auf eine Interferenz der Stoffe méesen wichtigen Signalwegen hinweist
und lasst somit auf einen regen ,cross-talk® vowad PCB153 als auch E2 iber ER-
vermittelte Prozesse mit anderen Signalwegen $tdie

AbschlieRend wurde ein moglicher Zusammenhang VOB1B3 bei deiKarzinogenese so-
wie eine mdgliche Assoziation zu gynakologischekr&rkungen wie Endometriose disku-

tiert.
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