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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klimakterium

Mit dem Versiegen der ovariellen Ostrogenproduktion beginnt fiir jede Frau die Meno-
pause. Weltweit geschieht dies im Durchschnitt zwischen dem 45. und 55. Lebensjahr.
Fur Europaerinnen konnte ein engerer Zeitraum ermittelt werden, welcher zwischen
dem 50. und 52. Lebensjahr lag (Lasek und Muller-Oerlinghausen 2003).

Das Auftreten und der Schweregrad von klimakterischen Beschwerden sind stark von
der gesellschaftlichen Stellung der Frau in einem Land und der Bewertung dieser Le-
bensphase der Frau in der Offentlichkeit abhangig. In Landern, in denen sich der ge-
sellschaftliche Status von Frauen mit zunehmendem Alter erhoht, wird kaum Uber Be-
schwerden in der Menopause berichtet (z. B. China, Indien). In den entwickelten In-
dustrielandern Europas und Nordamerikas wiederum ist der positive Einfluss einer be-
friedigenden Berufstéatigkeit und einer positiven Lebensgestaltung auf einen be-
schwerdefreien Verlauf und eine konstruktive Bewadltigung der Wechseljahre durch
einige wissenschaftliche Studien bewiesen (Borde und David 2004).

Vor, wéahrend und nach der Menopause leiden 50 bis 75% der Frauen in unterschiedli-
chem Mal3e an Symptomen, die unter dem Begriff des klimakterischen Syndroms zu-
sammengefasst sind. Die Intensitat dieser Symptome ist bei 10-20 % der Frauen so
stark, dass sie als behandlungsbedurftig anzusehen sind (Powell et al. 2008). Es kann
auRer zu uterinen Blutungsstérungen vor allem zu durch Ostrogenmangel bedingter
Klinik kommen. Darunter fallen vegetativ-vasomotorische Stérungen (Hitzewallungen,
profuses Schwitzen, Herzklopfen, -rasen, Schwindel, Erréten, Erblassen, Schlafsto-
rungen, Parasthesien, Tinitus), Atrophie an Haut und Schleimhauten, Inkontinenzer-
scheinungen, Osteoporose und zunehmende kardiovaskulare Erkrankungen.

Hierdurch kann das Allgemeinbefinden von Frauen stark negativ beeinflusst werden.
Dies gilt nicht nur fir Patientinnen in der natirlichen oder chirurgischen Menopause,
sondern insbesondere fur jene, die sich wegen eines Mammakarzinoms einer anti-
hormonellen Therapie mit Tamoxifen oder Aromatase-Hemmern +/- GNRH-Analoga
oder einer Chemotherapie unterziehen missen.

Eine Hormonersatztherapie beispielsweise mit Ostrogenpraparaten oder Kombinati-
onspraparaten aus Ostrogenen und Progesteron fiihrt neben einer Reihe von anderen
unerwinschten Nebenwirkungen insbesondere zu einem erhéhten Risiko fur das Auf-
treten von Mammakarzinomen.



1 Einleitung

Aufgrund der negativen Resultate der zwei Studien (WHI and Million Women Study)
stellt sich in der Praxis somit heute mehr denn je die Frage, ob nicht Phytodstrogene,
pflanzliche Extrakte, die eine Ostrogen-ahnliche Wirkung haben, in der Lage waren,
Wechselbeschwerden auf ,naturliche Weise® zu reduzieren, ohne dabei einen prolife-
rativen Effekt auf das Brustgewebe auszuiiben.

1.2 Phytodstrogene

Der Trend in der Therapie der peri- bzw. postmenopausalen Symptome geht zu alter-
nativen Behandlungsmethoden und zur Verwendung pflanzlicher Substanzen. Zuneh-
mend mehr Frauen weichen aus Angst vor dem Mammakarzinom auf als ungeféhrlich
angenommene pflanzliche Stoffe wie z.B. den Phytodstrogenen aus. Phytodstrogene
sind pflanzliche Substanzen, die eine 6strogen-ahnliche Wirkung aufweisen.

Aufgrund ihrer chemischen Struktur kdnnen die Phyto6strogene in vier Hauptgruppen
eingeteilt werden: Isoflavone, Flavonoide, Stilbene und Lignane (Cos et al. 2003). Im
Blickpunkt der Forschung stehen vor allem Isoflavonoide, Lignane und Coumestane.
Die Struktur der meisten PhytoOstrogene ist der des Ostrogens sehr dhnlich. Somit
kommt es zu unterschiedlich starker Bindung an die ER (Branham et al. 2002). Eine
auffallende Eigenschaft der meisten Phytodstrogene ist das Vorhandensein eines
Phenolrings in der chemischen Struktur, der mit wenigen Ausnahmen die Vorausset-
zung fir die Bindung an den ER darstellt (Setchell 1998).

Leider erlaubt die momentane Datenlage keine abschlieRende Aussage bezuglich des
Risikos und des Nutzens von Phytoostrogenen bei Mammakarzinomen (Messina et al.
2006, Trock et al. 2006, Wuttke et al. 2007). Wéhrend viele Studien einen protektiven
Effekt der Phytodstrogene im Mammagewebe nachweisen konnten (Duffy et al. 2007,
Mense et al. 2008), gibt es auch Studien, die beweisen, dass es keine Assoziationen
zwischen der Einnahme von Phytoostrogenen und des Mammakarzinomrisikos gibt.
Es existieren auch Studien, die vermuten lassen, dass Phytodstrogene dosisabhangig
beziglich der Mammakarzinogenese einen nachteiligen Effekt haben kénnten (Allred
et al. 2001a, Zhang et al. 2003, Ju et al. 2006, Mense et al. 2008).

1.3 Sind Phytodstrogene selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren?

Phytotstrogenen, vornehmlich Isoflavonen, werden selektive Ostrogenrezeptor-
modulator(SERM)-Eigenschaften zugesprochen. Sie besitzen fehlende dstrogene Wir-
kung in der Mamma und im Endometrium, wahrend sie im Hypothalamus (Pravention
von hot flushes), Skelettsystem (Pravention von Osteoporose) und im Herzkreis-
laufsystem (Pravention von Arteriosklerose) dstrogen wirken.
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Dass Phytotstrogene praventiv auf die Entstehung bestimmter Tumore wirken kdn-
nen, beruht hauptsachlich darauf, dass es sich bei ihnen um so genannte SERM han-
delt (Messina et al. 2006). Andere Autoren hingegen verweisen auf Untersuchungen
ohne Nachweis positiver Wirkungen von SERMs pflanzlicher Herkunft (Den Tonkelaar
et al. 2001, Horn-Ross et al. 2001).

Die SERMs stellen einen weiteren Schwerpunkt bei der Entwicklung neuer Formen der
Hormonersatztherapie dar. lhre Wirkung ist in Abhangigkeit vom Zielorgan entweder
Ostrogen oder antiéstrogen. Dadurch kdnnen unerwinschte Nebenwirkungen bei-
spielsweise die Stimulierung des Wachstums des Endometriums oder auch ein erhéh-
tes Brustkrebsrisiko verhindert werden. Dies erklart sich durch die Tatsache, dass es
zwei Ostrogenrezeptoren gibt (ERa und ERP), die primar verschiedene Strukturen und
daher unterschiedliche Genfunktionen haben. Zudem weisen sie verschiedene organ-
spezifische und auch gewebespezifische Verteilungsmuster auf. Es wird vermutet,
dass ERa und ERpB gegensatzliche Funktionen besitzen. Wéahrend ERa eine wachs-
tumsférdernde Aktivitat zeigt, wirkt ERp wachstumshemmend (Jordan und O"Malley
2007).

Die Konzentration des zirkulierenden endogenen Ostrogens spielt ebenso eine Rolle.
Isoflavone wirken bei hoher 17B-Ostradiol (E2)-Konzentration (zum Beispiel pramens-
truell) dstrogenantagonistisch. Bei niedrigem E2-Spiegel einer postmenopausalen
Frau konnen sie einen gegenteiligen Effekt haben und 6strogenagonistisch agieren
(Zittermann 2003).

Viele Phytodstrogene wie Resveratrol, Genistein, Daidzein and Quercetin kbnnen do-
sisabhangig sowohl an ERa als auch an ERp binden. Allerdings haben sie, verglichen
mit E2, eine deutlich geringere Affinitat zu den beiden Rezeptoren.

Anders als E2, welches sowohl ERa- Rezeptoren als auch ERB-Rezeptoren mit glei-
cher Affinitat bindet, zeigen viele Phytodstrogene eine hohere Affinitat zu ERB (Kuiper
et al. 1997 und 1998, Mense et al. 2008).

1.4 Synthetisch hergestellte selektive Ostrogenrezeptor-
Modulatoren

Bei den meisten SERMs handelt es sich um synthetisch hergestellte Stoffe, die medi-
zinische Anwendung finden. Das erste zugelassene Medikament dieser Art war das
Triphenylethylen-Derivat Tamoxifen, ein SERM der 1. Generation.

Urspriinglich als Ostrogen-Antagonist entwickelt und auch als solcher zur Behandlung
Ostrogen-abhangig wachsender Mamma-Ca eingesetzt, zeigt er jedoch auch ostro-
gen-agonistische Effekte im Knochen und im GefaRsystem. Eine noch héhere Affinitat
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zum ER als Tamoxifen besitzt Raloxifen. Dies wird im folgenden Kapitel naher be-
schrieben (Dadak 2008b).

1.4.1 Raloxifen:

Raloxifen (Ral) ist ebenfalls wie Tamoxifen ein SERM. Hierbei handelt es sich um ein
nichtsteroidales Benzothiophen. Es bindet ebenfalls am Ostrogenrezeptor, was zu ei-
nem Ostrogen-agonistischen und antagonistischen Effekt in verschiedenen Geweben
fuhrt. Die Cholesterin-, Fibrinogen- und Homozysteinplasmaspiegel werden gleicher-
mal3en positiv beeinflusst. Wegen seiner dstrogenen Wirkung auf den Knochen ist
Raloxifen bei postmenopausalen Frauen ein gangiges Mittel gegen Osteoporose.

Raloxifen hat eine antiostrogene Wirkung auf die Brust, indem es kompetitiv die Ost-
rogen-induzierte DNA-Transkription blockiert und dadurch das Wachstum von Ostro-
genrezeptor- positiven Brustzellen im Tierversuch hemmt (Dadak 2008 b). Ebenfalls
an der humanen Mamma (Dowsett et al. 2001) und in In-vitro-Untersuchungen von
humanen Mammakarzinomzelllinien (Glaeser et al. 2006) haben sich unter Raloxifen-
einfluss im Brustgewebe antiéstrogene Effekte ohne Anderungen in der
ERa Expression nachweisen lassen (Dowsett et al. 2001, Glaeser et al. 2006).

Die bislang umfangreichste Studie mit Raloxifen ist die MORE-Studie ("Multiple Out-
comes of Raloxifene Evaluation"), in der priméar die Haufigkeit von Knochenfrakturen in
postmenopausalen Frauen verfolgt wurde (Dadak 2008 b). Mit den Daten der MORE-
Studie wurde unter anderem untersucht, ob Raloxifen das Mamma-Ca-Risiko beein-
flusst. Diese ergaben eine 72%ige Risikoreduktion des Mamma-Ca’s (Dadak 2008 b).

Eine weitere Analyse der MORE-Daten konnte trotz der positiven Auswirkungen auf
den Cholesterin-, Fibrinogen- und Homozysteinplasmaspiegel jedoch keinen Einfluss
auf das kardiovaskulare System zeigen, aul3er bei einem priméar erhdhten Risiko
(Dadak 2008 b).

In der internationalen, multizentrischen, randomisierten, doppelblinden RUTH (Raloxi-
fene Use for the Heart)-Studie mit 11101 postmenopausalen Frauen konnte unter
Raloxifen, verglichen mit der Placebogruppe, ein um 55% vermindertes Risiko fir Ost-
rogen-rezeptorpositive, invasive Brustkarzinome nachgewiesen werden, jedoch ohne
Effekte auf die Inzidenz von Ostrogen-Rezeptor-negativen Tumoren (Barrett-Connor et
al. 2006).

Die STAR-Studie untersuchte die Vertraglichkeit und Wirksamkeit von Raloxifen im
Vergleich zu Tamoxifen in der Pravention eines invasiven Mammakarzinoms in einem
Kollektiv von knapp 20.000 Patientinnen mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko (Fahr-
leitner-Pammer 2007). Ahnliche Ergebnisse zeigten beide Substanzen in Hinblick auf
die Inzidenz invasiver Mammakarzinome, Schlaganfalle, kardiovaskularer Ereignisse,
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Gesamtmortalitat, Lebensqualitat und Frakturhaufigkeit. Nicht signifikant besser schnitt
Tamoxifen lediglich in Bezug auf die Pravention nicht-invasiver Mammakarzinome ab,
wahrend unter Raloxifen es seltener zum Auftreten von Katarakten, Thrombosen, Hys-
terektomien, Uterushyperplasien und Uteruskarzinomen kam (Fahrleitner-Pammer
2007).

1.5 Die untersuchten Pflanzenextrakte

1.5.1 Mariendistel (Silybum marianum)

Die Mariendistel auch unter dem Namen Christi Krone, Fieberdistel, Frauendistel, Hei-
landsdistel, Marienkorner, Stechkorner bekannt, gehort zur Unterfamilie der
Carduoideae. Der Name der Mariendistel entstammt einer alten Legende, nach der die
weilden Flecken auf ihren Blattern von der Milch der Jungfrau Maria stammen.

Zubereitungen aus den Samen der Mariendistel wurden bereits im Altertum bei ver-
schiedenen Leiden eingesetzt, zum Beispiel gegen Schlangenbisse, um Galle abzulei-
ten, gegen Gelbsucht und Verstopfung der Leber und der Milz und anderes mehr (Flo-
ra et al. 1998).

Silymarin, ein Bestandteil der Mariendistel, ist ein weit verbreitetes Gemisch von
Flavolignanen. Es enthalt ein Silibiningemisch aus Silibinin (Hauptbestandteil), Si-
lichristin, Isosilibin und Silidianin sowie Quercetin.

Silibinin bindet an zytosolische ER. In einer Studie konnte demonstriert werden, dass
sie eine SERM-Wirkung mit ausschlie3licher ERB-Bindungsspezifitat hat. Anhand der
ovx Ratten, die Silymarin und E2 erhielten, konnten die biologischen Effekte, die tUber
ERa und ERp vermittelt werden, differenziert werden. Wéhrend E2 den Lipoprotein-
Spiegel im Blut senkte (gunstiger Effekt im Herzkreislaufsystem) und die Genexpressi-
on von IGF-1, heparin-binding EGF-like growth factor (HbEGF) und Komplementfaktor
3 (C3) im Uterus erhohte, zeigte Silymarin diesbezlglich entweder keine Effekte oder
wirkte antagonistisch. Beide Substanzen hemmten die Expression von ERB-Gen im
Uterus. Auf den Knochen kam es unter SM zu einem 0strogenen, antiosteoporotischen
Effekt. Uberraschenderweise war dort jedoch kein ERB nachzuweisen, was dazu ver-
anlasste, entweder das Vorkommen einer ERB-Splice-Variante oder eines anderen
Wirkungsmechanismus anzunehmen, wie beispielsweise Uber einen fraglichen ERy
(Seidlova-Wuttke et al. 2003a).

Auch in einer anderen Studie konnte nachgewiesen werden, dass Silymarin dem Kno-
chenabbau in ovx Ratten signifikant vorbeugt. Hier konnte man leichte proliferative
Effekte im Uterus beobachten. Dies kdnnte ebenfalls fiir die SERM-Eigenschaft von
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Silymarin sprechen. Auch in dieser Studie wurde die hohere Affinitat von Silymarin
gegenuber ERB nachgewiesen (El-Shitany et al. 2010).

Es wurde gezeigt, dass Silymarin in vitro eine antioxidative Wirkung hat und somit fur
einen maglichen Benefit sorgen kénnte (Koksal et al. 2008).

1.5.2 Monchspfeffer (Vitex agnus castus)

Der Monchspfeffer wachst in gemaRigten europaischen Breiten als Busch, dessen
Frichte denen von Pfeffer dhneln und einen &hnlich pfeffrigen Geruch und Ge-
schmack haben. Da im Mittelalter der Pfeffer ein teures Gewlrz war, verwendeten
Monche zerschrotete Agnus-castus-Friichte als Pfefferersatz und nannten es daher
Monchspfeffer. Aus mittelalterlicher Quelle verlautet auch, dass dem Monchspfeffer
libidoinhibierende Eigenschaften zukommen sollen. Aus diesem Grund heil3t die
Pflanze auch Keuschlamm.

Extrakte aus der getrockneten Frucht des Monchspfeffers (Vitex agnus-castus = VAC)
enthalten dopaminerge Substanzen, die die hypophysare Prolaktinsekretion hemmen.
Die pramenstruelle Mastodynie, aber auch — wie in jungster Zeit wissenschatftlich be-
legt — die fibrozystische Mastopathie werden durch Prolaktin in ihrer Entstehung gefor-
dert, sodass viele Patientinnen, die unter Stresssituationen oder Tiefschlafbedingun-
gen vermehrt Prolaktin ausschutten, diese Mammasymptomatik entwickeln, die durch
VAC giinstig beeinflusst wird. Diese so genannte latente Hyperprolaktindmie kann
auch zur Corpus-luteum-Insuffizienz und damit zur Sterilitat fihren. In diesen Fallen
kann die Agnus-castus-Therapie fertilitdtsférdernd wirken (Wuttke et al. 2010).

Zusatzlich binden Extrakte aus Vitex agnus-castus in vitro an Opioid- und Ostrogenre-
zeptoren. Inzwischen verdichten sich die Hinweise auf eine 6strogene Wirkung des
Extrakts auch im Tierversuch (Rensen 2010).

Liu et al. (2004) untersuchten den methanolischen Extrakt des VAC auf eine dstrogene
Wirkung und wiesen im ER-Bindungstest eine Verdrangung gegeniber den beiden
Ostrogenrezeptoren nach. Dabei konnten sie die Linolensaure als einen Liganden der
Ostrogenrezeptoren isolieren und fanden firr diese eine signifikante Stimulation der
Expression von ERB-mRNA in ER-positiven Hormon-abhéngigen T47D:A18- Brust-
krebszellen und PR-mRNA-Expression in Ishikawa-Endometrium-Karzinomzellen (Liu
et al. 2004).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Extrakte des Vitex agnus castus Phyto6strogene
enthalten. Dies konnte mit Hilfe eines ligandbindenden Assays (LBA) fur das Flavonoid
Apigenin, ein Bestandteil dieser Pflanze bestatigt werden. Es zeigte sich zu dem noch,
dass Apigenin die meiste ER[-selektive Aktivitat im VAC besitzt (Jarry et al. 2003). Es
konnte anhand gewonnener Erkenntnisse aus einer Fall-Kontroll-Studie die Hypothese
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unterstitzt werden, dass pflanzliche Praparate, insbesondere Vitex agnus, die gegen
Wechseljahresbeschwerden eingesetzt werden, auch bei einer langeren Anwendung
vor dem Auftreten eines invasiven Brustkrebses in der Postmenopause schutzen kon-
nen (Obi et al. 2009).

AuRerdem hat man die Zytotoxizitat eines Extraktes des VAC, der mit Ethanol prapa-
riert wurde, auf menschliche Fibroblasten des uterinen Cervix-Kanals (human uterine
cervical canal fibroblast, HCF), Cervix- Karzinome, Brustkarzinome, Siegelring-
Karzinome des Magens, Kolonkarzinome und kleine Lungenzellkarzinome untersucht.
Nach Kultivierung fir 24h (logarithmische Phase) und 72h (stationare Phase) wurden
die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Vitex-Extraktes versetzt. In bei-
den Wachstumsphasen konnte eine hohe zytotoxische Aktivitat durch Vitex-Extrakt fur
die proliferative Population festgestellt werden.

Aus diesen Ergebnissen erschlie3t sich, dass die zytotoxische Aktivitdt des Vitex-
Extraktes moglicherweise Einfluss auf das Zellwachstum hat. Durch die Behandlung
mit Vitex-Extrakt kénnte die intrazellulare Oxidation geférdert und zellulare Apoptose
bewirkt werden (Ohyama et al. 2003).

1.5.3 Belamcanda chinensis (BC)

Die in China, Japan und Korea beheimatete, zu den Iridaceen gehdrende Leoparden-
blume, Belamcanda sinensis, wird als ,She Gan® in der Traditionellen Chinesischen
Medizin u. a. zur Behandlung entzindlicher und gynakologischer Erkrankungen einge-
setzt.

Die Droge stellt der geschnittene und getrocknete Wurzelstock dar. Als wirksame
Hauptbestandteile sind neben vielen anderen die Isoflavonoide Belamcandinin, Iridin,
Irigenin, Tectoridin und Tectorigenin sowie Flavonoide, Ketone, Triterpene, Xanthone
und Stilbene bekannt. In vitro erwies sich die Droge u. a. als antifungal und antiviral, in
vivo zusétzlich als uterusrelaxierend, schleimlésend und sogar wirksam gegen Leu-
k&mie-388-Tumorzellen. Allerdings scheinen bei Extrakten aus Rhizoma Belamcandae
sinensis, abgesehen von den Hauptbestandteilen Tectoridin und Iridin, die Zusam-
mensetzungen der Inhaltsstoffe durchaus abhéngig von der Herkunft der Pflanze zu
sein (Wagner et al. 1999).

Es wurde bewiesen, dass ein Extrakt aus BC (BNO 1420) die Aktivitdt des GnRH-
Pulsgenerators hemmt und die Genexpression von IGF-1, TGF-b, Osteocalcin und
Kollagen lal stimuliert, also auf Hypothalamus und Knochen wie E2 wirkt. Dieser Ex-
trakt hatte jedoch keine Wirkung auf das uterine Gewicht oder die Expression der 0st-
rogenregulierten uterinen Gene des IGF-1 bzw. des Komplementproteins C3 (Seidlo-
va-Wuttke et al. 2000).
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Extrakten aus BC werden anhand von Ergebnissen aus Tierversuchen an ovarekto-
mierten Ratten und aus In-vitro-Untersuchungen SERM-artige Wirkungen nachgesagt.
So wurde fur Tectorigenin als einen der Belamcanda-chinensis-Inhaltsstoffe anhand
von ER- Ligandbindungsanalysen nachgewiesen, dass es sowohl Giber ERa als auch -
B wirkt, jedoch mit einer geringeren Bindungsaffinitat (670x und 400x geringer) als E2.
Es konnte eine 6strogendhnliche, jedoch kirzer andauernde LH-Ausschittung aus
dem Hypothalamus und damit eine mogliche Effektivitat von BC in der Behandlung
peri- bzw. postmenopausaler Symptome aufgezeigt werden. Weiterhin konnte eine
schwach dstrogene Wirkung auf den Knochen im Sinne einer Pravention bzw. Reduk-
tion von Osteoporose nachgewiesen werden, ohne dass Ostrogene Effekte auf die
Mamma oder den Uterus auftraten (Seidlova-Wuttke et al. 2004).

1.6 Anatomie und Histologie der Brustdriise der weiblichen Ratte

Viele Erkenntnisse Uber die humane Brustkrebsentwicklung beruhen auf Studien an
der Ratte, da hier die einzelnen Entwicklungsstadien detailliert untersucht werden
kénnen. Daher wird im Folgenden die Mamma der Ratte beschrieben.

Die Brustdruse, deren Aufgabe die Milchsekretion fir die Erndhrung der Nachkommen
ist, passt sich an diese Funktion in erster Linie durch die Entwicklung einer ausrei-
chenden Anzahl von Drisen an, die charakteristisch fur eine bestimmte Art ist. Die
Brustdriisen der Ratte sind ventrolateral der Milchleiste von zervikal bis inguinal ange-
ordnet. Den einzig von aul3en sichtbaren Teil der Brustdruse stellt die Brustwarze dar,
von der aus sich der Rest der Brustdrise nach dorsolateral als flache subkutane
Schichten von fibroadipésem Gewebe ausbreitet. Weibliche Ratten besitzen sechs
Brustdriisenpaare, von denen eines zervikal, zwei thorakal, eines abdominal und zwei
inguinal lokalisiert sind, die in ihren Entwicklungsstadien variieren. Der Differenzie-
rungsgrad bei den Nullipara nimmt von zervikal nach inguinal zu (Astwood et al. 1937,
Myers 1917, Russo IH und Russo J 1996). Die Brustdrisen der mannlichen Ratten
stellen atrophe Organe dar.

Die GroRe und Verteilung der Milchdrisen variieren stark in Abhangigkeit von Ge-
schlecht, Alter, hormoneller Stimulation und reproduktiven Bedingungen. Histologisch
bestehen die einzelnen Brustdriisen aus Stroma und Parenchym. Das Parenchym be-
steht aus einem bis zwei groRen Milchgangen, die sich von der Brustwarze in das um-
gebende Fettgewebe erstrecken. Das Areal, in dem sich die gestreckten Milchgénge
ganz in der Nahe der Brustwarze befinden, wird bei der Ratte als Zone A bezeichnet.
Eine zunehmende Trennung und Aufzweigung in kleinere Duktus und seitliche Knos-
pen erscheint im mittleren Drittel der Brustdrise, welche als Zone B bezeichnet wird
(Russo IH und Russo J 1996). Der Teil der Brustdruse, der sich auf der Gegenseite
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der Brustwarze befindet, enthalt die am starksten wachsenden terminalen duktalen
Strukturen, welche als terminal end buds (TEBs) bzw. terminale Endknospen (s. Abb.
1) bezeichnet werden (Daniel und Silberstein 1987). Die Duktus sind tubulére Struktu-
ren, deren Wande aus zwei unterschiedlichen Zelltypen bestehen, einer inneren
Schicht epithelialer Zellen, die das Lumen umgeben, und einer &ul3eren, diskontinuier-
lichen Schicht aus myoepithelialen Zellen, die der Basalmembran aufliegen (Russo IH
et al. 1989). Grof3e Duktus sind oft ausgekleidet von einer Lage flacher bis isoprisma-
tischer epithelialer Zellen, deren luminale Seite Mikrovilli aufweist (Russo IH und Rus-
so J 1996). Die TEBs hingegen sind umgeben von einem aus drei bis sechs Lagen
bestehenden Epithel (Fritz et al. 1998), welches sich aus grol3en isoprismatischen Zel-
len zusammensetzt, die eine hohe Zellproliferation aufweisen (Russo IH et al. 1989).

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Brustdriise der weiblichen Ratte

Zone A, die sich in der Nahe der Brustwarze (n) befindet, enthélt die gestreckten Milchgange (lob). Das
Areal, in dem sich die gestreckten Milchgange ganz in der Nahe der Brustwarze befinden, wird bei der
Ratte als Zone A bezeichnet. Eine zunehmende Trennung und Aufzweigung in kleinere Duktus und
seitliche Knospen erscheint im mittleren Drittel der Brustdriise, welche als Zone B bezeichnet wird. Hier
findet man auch Lymphknoten (LN). Der Teil der Brustdruse, der sich auf der Gegenseite der Brustwar-
ze befindet (Zone C), enthélt die am starksten wachsenden terminalen duktalen Strukturen, welche als
terminal end buds (TEBS), alveolar buds (AB) und terminal ducts (TD) bezeichnet werden (Russo J und
Russo IH 1980, S. 500).

1.7 Unterschiede zwischen der humanen und murinen Brustdriise

Es gibt, abgesehen von der unterschiedlichen Anzahl von Brustdrisenpaaren (sechs
in der Ratte), noch weitere Unterschiede zwischen der murinen und humanen
Mamma. So existiert bei der Ratte keine lobuléare Anordnung innerhalb der einzelnen
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Drisen. Im Gegensatz zu den TEBs in der murinen Brust wird die funktionelle Einheit
in der menschlichen Brust als terminale duktulo-lobuléare Einheit (TDLE) bezeichnet.
Jede dieser Einheiten besteht aus mehreren Verzweigungen und Acini und bildet ei-
nen Lobulus.

Diese gruppieren sich wie Trauben um einen terminalen Duktus. Jeder intralobulére
terminale Duktus ist von lobularem Stroma umgeben, welches keine Adipozyten ent-
halt und wiederum von losem Stroma umgeben ist, das in das umgebende Fettgewebe
Ubergeht. Das Fettgewebe ist daher, im Gegensatz zu der murinen Mamma, in der ein
enger Kontakt zwischen Epithelzellen, Fibroblasten und Adipozyten besteht, nicht di-
rekt mit dem Epithel assoziiert (Abb. 1). Die Interaktion zwischen Epithel und Stroma
ist nicht nur essentiell fur die Entwicklung der Mamma, sondern auch fir die Entste-
hung des Mammakarzinoms, da epitheliale und stromale Signalwege an der Tumor-
genese beteiligt sind.

1.8 Brustkrebs und Statistik

In Deutschland erkranken derzeit jahrlich Gber 58.000 Frauen an Brustkrebs. Brust-
krebs ist die haufigste Krebsneuerkrankung bei Frauen. Diese Erkrankung ist fur 29,3
% aller Krebserkrankungsféalle bei Frauen und damit fur deutlich mehr als ein Viertel
aller Krebserkrankungen bei Frauen verantwortlich. Das mittlere Erkrankungsalter liegt
bei 64 Jahren und damit sieben Jahre unter dem mittleren Erkrankungsalter aller
Krebserkrankungen. Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Brustkrebspatientin-
nen betragen derzeit Uber alle Stadien betrachtet zwischen ca. 83 bis 87% (Husmann
et al. 2010).

Nicht nur in Deutschland, sondern in ganz Europa und Nordamerika gilt der Brustkrebs
als die haufigste Krebserkrankung der Frau (Husmann et al. 2010, Jemal et al. 2009).
Nach wie vor ist das Mammakarzinom die haufigste Todesursache bei Frauen zwi-
schen dem 35. und 54. Lebensjahr. Dennoch zeichnet sich eine Entwicklung ab, wo-
nach die Mortalitdt durch die Wahrnehmung von Friherkennungsuntersuchungen so-
wie verbesserte Therapieoptionen in den letzten Jahren konstant abnimmt (Smigal et
al. 2006).

1.9 Brustkrebs und Steroidhormone

In der Vergangenheit konzentrierte sich das Interesse auf den Einfluss der Ostrogene,
denen man aufgrund der Ergebnisse von Tierversuchen karzinogene Eigenschaften
zugeschrieben hat. Dartber hinaus besteht kein Zweifel, dass das Mammakarzinom-
Risiko mit der Dauer der Exposition gegeniiber endogenen oder exogenen Sexualste-
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roiden wahrend der gesamten Lebenszeit korreliert (Kuhl 2003). Hierzu wird ange-
merkt, dass die alleinige Ostrogen-Verwendung bis zu 7 Jahre lang zu keiner Zunah-
me der Brustkrebsfalle fuhrt (Stefanick et al. 2006).

Dagegen scheint sich das Risiko fur invasive duktale Mamma-Ca um 30 Prozent zu
reduzieren (Li et al. 2008). Die Analyse des Ostrogen-Monotherapie-Arms der WHI-
Studie war zum gleichen Ergebnis gekommen. Offensichtlich spielt die Kombination
mit Gestagenen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Mamma-Ca. In
mehreren neuen Fall-Kontroll-Studien wurde gezeigt, dass eine signifikante Zunahme
des Brustkrebsrisikos in erster Linie unter der Ostrogen-Gestagen-Therapie und nicht
unter der Ostrogensubstitution beobachtet wird, wobei es sich um lobulare Mamma-Ca
handelt. Dies ist mit der erheblichen Verstarkung der 6strogenabhangigen Proliferation
des Brustdriisengewebes durch das Gestagen zu erklaren.

Den Schatzungen zufolge ergeben sich laut WHI-Studie nach einer 10 jahrigen Hor-
monersatztherapie pro 1000 Anwenderinnen, die Ostrogen allein nehmen, fiinf zusatz-
liche Brustkrebsfalle gegentiber 19 zusatzlichen Fallen pro 1000 Anwenderinnen einer
kombinierten HRT. Diese Ergebnisse lassen sich jedoch nicht auf alle HRT-
Kombinationen Ubertragen. Dabei kommt es auf die Dosierung und den Progesteron-
Typ an.

Laut einer Studie, die unter der Leitung von Dadak (2008a) durchgefuhrt wurde, konn-
ten folgende Ergebnisse beobachtet werden: Ostrogen-Progesteron und Ostrogen-
Dydrogesteron (z. B. in Femoston®)-Kombinationen waren mit keinem oder nur einem
leicht erhdhten, jedoch nicht signifikanten Anstieg des Brustkrebsrisikos assoziiert. Alle
anderen Ostrogen-synthetisches-Gestagen-Kombinationen waren mit einem erhohten
Risiko verbunden, die meisten davon signifikant. Dabei schnitten Ostrogen und Pro-
gesteron sowie Ostrogen und Dydrogesteron fiir kiirzer als zwei Jahre jeweils am bes-
ten ab (Dadak 2008a).

Auch die Applikationsform spielt eine Rolle. Laut Daten aus zwei franzosischen Kohor-
tenstudien (Fournier et al. 2007, De Lignieres et al. 2002) kann nicht ausgeschlossen
werden, dass ein Wechsel auf transdermales Estradiol mit Progesteron als Gestagen-
komponente eine Reduktion der Brustkrebsrate gegeniiber den Vorjahren bewirkt ha-
ben kdnnte. Im Gegensatz zu bestimmten synthetischen oralen Gestagenen hat die-
ses Regime in den franzésischen Studien das Brustkrebsrisiko nicht erhéht (Fournier
et al. 2007).

1.10 Steroidhormone und Steroidhormonrezeptoren

Die endogenen Ostrogene sind E2, Ostron und Ostriol. E2 ist das am starksten wir-
kende Ostrogen. Die Wirksamkeit von Ostron betragt nur ca. 30% und die von Ostriol
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nur ca. 10% der biologischen Aktivitat von E2. Vor der Menopause ist E2 das wichtigs-
te endogene Ostrogen im weiblichen Korper.

1.10.1 Ostrogenrezeptoren

Das Verstandnis der molekularen Mechanismen der Ostrogene ist fir die weitere Ent-
wicklung von therapeutischen Mdglichkeiten wichtig, um den physiologischen Mangel
an Ostrogenen nach der Menopause auszugleichen. Im Blut wird E2 meist an Proteine
gebunden transportiert. Seine Wirkung an den Zielorganen, wie beispielsweise der
Brustdriise, entfaltet E2 tiber die beiden Ostrogenrezeptoren ERa. und ERp (Kuiper et
al. 1998).

Die Signaltibertragung von E2 Uber ER erfolgt durch drei verschiedene Wege. Im klas-
sischen Modell kommt es zur Bindung des Liganden an den Rezeptor. Dieser Ligan-
den-Rezeptor-Komplex bindet an den Estrogen-Response-Element (ERE) auf der
DNA. Uber ein ERE reguliert der Rezeptor die Transkription seiner Zielgene. Zu die-
sem Zweck besitzt das Rezeptormolekil eine DNA-bindende Doméne und bringt Gber
ihre Aktivatorfunktionen AF-1- und AF-2-Domaéane die Coaktivatoren und Corepresso-
ren zur Transkription.

Ostrogen moduliert ebenfalls Uiber einen anderen Mechanismus eine Genexpression,
in welchem ER mit anderen Transkriptionsfaktoren interagiert. Dieser Prozess wird als
» 1ranskriptionsfaktor cross-talk” bezeichnet. In diesem Fall moduliert ER die Aktivitat
von anderen Transkriptionsfaktoren wie z. B: Aktivatorprotein (AP)-1, Nuklearfaktor kB
(NFkB) oder stimulating protein (SP)-1, indem er ihre DNA Bindung stabilisiert
und/oder Koaktivatoren rekrutiert. Folgerichtig zu dieser Coaktivator dhnliche Funktion
sah man bei ERa, welcher keine funktionelle DNA-Bindungsdoméne hatte, eine Modu-
lation der AP-1- Transkriptionsmaschinerie. Der AP-1 Transkriptionsfaktor verwandelt
mehrere mitogene Signale der Wachstumsfaktore wie z. B. IGF-1, erbB2, EGF und
Steroidhormone wie E2 und Progesteron (DeNardo et al. 2005).

Ein anderer Mechanismus, bei der E2 und ER die Genexpression beeinflusst, wird als
nichtgenomische Weg bezeichnet. Hier bindet E2 an ER, der aul3erhalb des Zellkerns
lokalisiert ist. Dieser zytoplasmatisch- oder membranlokalisierte-ER aktiviert die Sig-
naltransduktion im Zytosol. Uber diesen Mechanismus wurde gezeigt, wie schnell E2
MAPK aktiviert und auch die Induktion von Signaltransduktionsweg, die zu Protein-
kinase C und A-Aktivierung fuhrt. Die 6strogeninduzierte Aktivierung der zytoplasmati-
schen Proteinkinasen fuhrt zu Induktionen von Genen, die diesen Kinasekaskaden
nachgeschaltet sind (DeNardo et al. 2005).
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Sowohl die genomische als auch die nichtgenomische E2-Aktionen spielen eine er-
hebliche Rolle bei der E2-induzierten Krebszellproliferation und beim Uberleben der
Brustkrebspatienten (Song et al. 2007, Marino et al. 2006).

Es sind zwei Ostrogenrezeptoren bekannt, die so genannten ERa. und ERp. Sie geho-
ren zur Familie der Kernrezeptoren (Steroidhormonrezeptoren) und werden als Ligan-
den-aktivierte-Transkriptionsfaktoren eingesetzt (Grandien et al. 1997).

ER wurde in den 60er Jahren entdeckt (Jensen und Jacobson 1960, Toft und Gorski
1966). Immunhistochemisch wurde die pradominante Zellkernlokalisation bestatigt.
(Greene et al. 1980, King und Greene 1984).

ERa ist der schon langer bekannte ER. Er wurde 1986 geklont. (Green et al. 1986).
1996 wurde ERp, der fur die Praxis immer bedeutender wird, entdeckt (Kuiper et al.
1996, Gustafsson 2006).

ERp ist kein Splicing-Produkt des ERa-Gens, sondern besitzt einen eigenen Gen-
Locus, dessen Kode eigenstandig transkribiert wird. Trotzdem bestehen Homologien
zwischen dem ERa und dem ERp. Der Umfang gleicher Strukturelemente variiert al-
lerdings von Abschnitt zu Abschnitt der beiden Rezeptoren zwischen 97% und 17,5%.
Es ist anzunehmen, dass die Gene, die fir die beiden Rezeptoren kodieren, aus ei-
nem gemeinsamen ,Vorfahren® (common ancestor) hervorgegangen sind, da die
Grundstruktur identisch ist. Die Basensequenzen und damit auch die raumliche Konfi-
guration von ERa und ERp sind hingegen unterschiedlich (Marino et al. 2006). Der
ERB wirkt antiinflammatorisch und kann eventuell auch eine kanzeroprotektive Wir-
kung vermitteln (Harris 2006, Gustafsson 2006).

Im Gegensatz dazu wirkt der bekannte ERa proliferativ. Um optimal zu wirken, mus-
sen ERB und ERa immer im Gleichgewicht sein, was nach Gustafsson, dem Entde-
cker des ERp, als ,Yin-Yang® bezeichnet wird (Lindberg et al. 2003).

Die Verteilung der Rezeptoren im Organismus ist unterschiedlich. Es gibt Gewebe, die
ERa-dominiert sind. Innerhalb der Brustdriise befindet sich ERJ sowohl in stromalen
als auch in epithelialen Zellen, wohingegen ERa hauptsachlich in epithelialen Zellen
vorhanden zu sein scheint (Abukhdeir et al. 2006).

1.10.2 Progesteronrezeptor

Der Progesteronrezeptor (PR) vermittelt die physiologische Wirkung des Steroid-
Hormons Progesteron. Es handelt sich also, genau wie bei den Ostrogenrezeptoren
um ein Mitglied der Steroid-Rezeptor-Superfamilie.

Progesteron hat seine hauptsachliche Bedeutung in der Etablierung und dem Erhalt

einer Schwangerschaft. Das humane PR-Gen nutzt zwei unterschiedliche Promotoren
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und Transkriptionsstarts, um zwei Isoformen hPRA, und hPRB zu produzieren. Diese
sind bis auf 165 zusatzliche Aminosauren am N-Terminus von hPRB, welcher fir eine
zusatzliche Aktivatorfunktion (AF-3) kodieren, identisch. Trotzdem unterscheiden sich
beide Varianten stark in ihrer transkriptionellen Aktivitdt und physiologischen Funktion
(Conneely et al. 2000).

Obwohl sowohl hPRA als auch hPRB eine sogenannte inhibitorische Domane enthal-
ten, ist diese ausschlief3lich in hPRA aktiv, was darauf hindeutet, dass die beiden Re-
zeptoren unterschiedliche Konformationen besitzen, welche zu einer unterschiedlichen
Rekrutierung von Kofaktoren fuhrt. Die Folge ist, dass vermutlich hPRA einen starken
ligandenabhéngigen Transrepressor fir die Aktivitat verschiedener Steroidhormon-
rezeptoren u. a. auch der ER darstellt, wadhrend hPRB in den meisten Zell- und Promo-
torkontexten als ebenfalls ligandenabhangiger transkriptioneller Aktivator wirkt, indem
es als Homodimer an ein progesteronresponsives Element (PRE) in der Promotorregi-
on des Zielgens bindet (Graham und Clarke 2002). Trotz der Tatsache, dass der Pro-
moter von PR kein palindromisches estrogenresponsiv Element (ERE) besitzt, unter-
liegt die Transkription dieses Gens der 6strogenen Kontrolle. In MCF-7-Zellen konnte
eine Hochregulation sowohl der PR-mRNA-Expression als auch des Proteins festge-
stellt werden (Nardulli et al. 1988). Im Uterus von Ratten konnte dieser Effekt bestatigt
werden. Es zeigte sich dabei auch, dass die Proteinkonzentration zwar tber den ge-
samten Untersuchungszeitraum anstieg, die mRNA-Expression jedoch nach 24 h ein
Maximum erreichte und danach zurlickging (Kraus und Katzenellenbogen 1993). Es
sind mehrere Spl-Elemente bzw. ERE/SP-1-Elemente sowie zwei AP-1-Elemente in
der Promotor-Region von PR bekannt, deren Beitrag zur ¢strogenen Regulation der
PR-Transkription in transfizierten Knochen- (U20S), Uterus (HEC-1) und Brust- (SK-
BR3)-Zellinien gezeigt werden konnte (Schultz et al. 2005).

1.10.3 Einfluss der Hormone in der Brustdriise der Ratte

Wie bereits erwahnt wurde, sind die Entwicklung und Morphologie der Brustdriise der
weiblichen und mannlichen Ratte von verschiedenen Hormonen abhangig. Diese sind
u. a. Ostrogene, Progesterone, Androgene, Prolaktin und Wachstumshormone.

Die Wirkung der Androgene in der mannlichen Brustdriise der Ratte ist gut geforscht.
Bereits im ménnlichen Ratten-Fotus fuhren Androgene zu Atrophie der Brustdrise
(Goldman et al. 1976, Sourla et al. 1998).

Im Gegensatz dazu ist die Rolle von Ostrogenen und Progesteron im Fétus noch nicht
ganz klar. Progesteron scheint bei der Entwicklung der Brustdriise der Maus keine
Rolle zu spielen und die Abwesenheit des Hormons in utero spielt keine entscheiden-
de Rolle bei der Heranreifung im Erwachsenenalter (Freeman und Topper 1978).

21


http://tpx.sagepub.com/cgi/content/full/35/2/199#B19-0350199
http://tpx.sagepub.com/cgi/content/full/35/2/199#B62-0350199

1 Einleitung

Ostrogene hemmen die Brustentwicklung des Ratten-Fétus (Ceriani 1970). In der pra-
pubertaren Phase spielen die Wachstumshormone GH und Prolaktin beim Wachstum
der Brustdrise der Ratte eine entscheidende Rolle. Hier haben Ostrogene und Pro-
gesteron einen geringeren Einfluss (Knight und Peaker 1982). In der adulten Brustdri-
se der Ratte spielen Ostrogene bei der Entwicklung und Funktion eine entscheidende
Rolle (Russo IH et al. 1989).

Weibliche Ratten, die mit der Nahrung E2 zugefuhrt wurden, zeigten eine multifokale
oder diffuse lobuloalveolare Hyperplasie. Die Drisen zeigten eine erhthte Dichte der
Alveolen (Biegel et al. 1998). Hypoo6strogenismus oder ER-Antagonismus z. B. durch
Tamoxifen oder Toremifen fihren bei Ratten, die keine hormonellen Verdnderungen
aufweisen zu Atrophie der weiblichen Brustdriise. Die Atrophie in der weiblichen
Brustdriise betrifft sowohl die duktalen als auch alveolaren Komponenten. Das Fett-
gewebe erscheint durch den Verlust des Drusenparenchyms prominenter (Lucas et al.
2007).

Progesteron ist sowohl in der prapubertaren Phase als auch in der Schwangerschaft
entscheidend fir die duktalen und lobuloalveolaren Veranderungen. Bei der duktalen
Entwicklung und beim Wachstum sind die Effekte von Progesteron synergistisch zu
E2, IGF-1 in ovx Mausen (Ruan et al. 2005) und E2, IGF-1, Prolaktin und GH in weibli-
chen Ratten (Kamiya et al. 1998). Progesteronmangel fuhrt in der Brustdrise der
Méause zur Abnahme der mit der Schwangerschaft verbundenen Entwicklung und Ver-
zweigung der duktalen Epithelien, deren Verzweigung in sekundare Gange und Abfall
der TEB's sowie Hemmung der lobuloalveolar Differenzierung (Atwood et al. 2000,
Conneely et al. 2000, Fernandez-Valdivia et al. 2005). Allerdings ist Progesteron nicht
unbedingt erforderlich fir die pubertare Entwicklung der Brustdrise in der PR-
Knockout-Maus (Fernandez-Valdivia et al. 2005). Hingegen zeigten adulte Ratten mit
intakten Ovarien, denen vier Wochen lang Mifepriston, ein potenter PR-Agonisten zu-
gefuhrt wurde, eine lobuloalveolédre Hyperplasie mit Bildung von grof3en Zysten, die
mit Milch gefullt waren (van der Schoot et al. 1987).

1.10.4 Die Wirkung von Ostrogenen und Gestagenen im humanen
Mammagewebe

Die Ostrogen- und Gestagenwirkung auf die Brust ist komplex. Die Ergebnisse von In-
vitro-Studien an epithelialen Mammazellen oder Mammakarzinomzellen lassen keine
endgiltigen Schlisse hinsichtlich der In-vivo-Wirkung in Mammagewebe zu, da im
Gewebe Interaktionen zwischen epithelialen Zellen und Stroma erfolgen. Die Ostro-
genwirkung ist nicht nur eine direkte auf die epitheliale Zelle, sondern erfolgt indirekt
Uber Induktion und Inhibition von Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren. Aul3er-
dem ist Mammagewebe selbst ein endokrin aktives Gewebe, da sowohl aus Androge-
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nen durch Aromatisierung Ostrogene entstehen als auch inaktive Ostrogene lokal in
aktive metabolisiert werden koénnen.

Progesteron hat einen direkten Einfluss auf epitheliale Mammagewebszellen. Man
konnte anhand der In-vitro-Studien je nach Versuchsordnung die unterschiedlichsten
Effekte nachweisen. In der Regel erfolgt durch Gestagene eine Inhibition der dstro-
genstimulierten Proliferation. In Mammagewebe wurde unter endogenem Progeste-
roneinfluld eine erhdhte Mitoserate, jedoch auch eine erhdhte Apoptoserate gefunden
(Laidlaw et al. 1995).

Studien nach exogener Anwendung von Gestagenen haben widersprichliche Daten
geliefert. Es wurde sowohl eine erhthte als auch eine erniedrigte Mitoserate gefunden.
Hinsichtlich der Entwicklung von Mammakarzinomen muss den Ostrogenen durch ihre
proliferative Wirkung ein fordernder Effekt zugeschrieben werden, allerdings nur bezo-
gen auf 6strogenabhéngige und damit in ihrem Wachstum weniger bdsartige Tumoren.
Ein Schutzeffekt durch Gestagene liel3 sich nicht nachweisen (Braendle 2001).

1.11 Ubersicht Uber die auf inre RNA-Expression untersuchten Gene

Genexpression, ist ein Prozess, bei dem aus genetischen Informationen ein funktionel-
les Genprodukt z. B. RNA oder Protein entsteht.

Nachdem die DNA in mRNA transkribiert worden ist, entsteht aus dieser durch Trans-
lation ein Protein. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der mRNA, welche
eine Schlusselrolle bei der Proteinsynthese spielt, bestimmt.

1.11.1 Ostrogenrezeptoren alpha und beta (ER af)

Die beiden Ostrogenrezeptoren o und B, tiber die das physiologische E2 das Wachs-
tum, die Differenzierung und die Funktion vieler Zielgewebe u. a. der weiblichen Brust-
drise beeinflusst (Pettersson und Gustafsson 2001), spielen nicht nur eine entschei-
dende Rolle beim Mechanismus der 6strogenen Wirkung, sie sind gleichzeitig selbst
Gene, deren Expression E2-reguliert ist (Seidlova-Wuttke et al. 2003b). Dadurch ent-
steht ein Regelkreis in Form einer Ruckkopplungs-Regulation, der fir die 6strogenab-
héangige Regulation der Expression aller weiteren Gene, die durch AP-1 kontrolliert
werden von uUbergeordneter Bedeutung ist.

E2 bindet mit etwa gleicher Affinitat an ERa und ERB (Kuiper et al. 1996 und 1997,
Kulakosky et al. 2002, Ramsey et al. 2004, Edwards 2005). Uber diese Rezeptoren
entfaltet E2 vielfaltige Wirkungen im Ko&rper, wobei die unterschiedlich starke tran-
skriptorische Aktivitat in der unterschiedlichen Verteilung der beiden Rezeptoren und
ihrer Splicevarianten begrindet zu sein scheint (Seidlova-Wuttke et al. 2003a).
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Um Aussagen Uber die Bedeutung der einzelnen Rezeptortypen treffen zu kénnen,
sind spezifische Untersuchungen notwendig. Ein mdgliches Verfahren hierfir stellt die
Ziichtung von Ostrogen-Rezeptor- knock- out- Mausen (ERKO) dar. Bei dieser geneti-
schen Methode konnen selektiv Rezeptorsubtypen deaktiviert werden, so dass
aERKO- und BERKO-Tiere entstehen. Bei oERKO sind alle a-Ostrogenrezeptoren
funktionsunfahig, bei BERKO alle B-Rezeptoren. Auch die Ausschaltung beider ER-
Subtypen (o/BERKO) ist moglich. Die Mammadrisen der aERKO-Mause zeigen eine
normale pranatale und préapubertare Entwicklung. Nach der Pubertét bleiben sie rudi-
mentar, die epithelialen Verzweigungen und die lobuloalveolaren Entwicklung fehlen
dabei. Anders als die unterentwickelten oERKO-Brustdrisen zeigen die BERKO-
Mause eine normale duktale Struktur mit normalem Fettgewebe. Nach der Schwan-
gerschaft kommt es zur normalen Differenzierung der BERKO-Milchdriisen mit not-
wendigen lobuloalveoléaren Strukturen fur die Laktation. Die Brustdrise der erwachse-
nen o/BERKO-Mausen &hnelt die der Brustdrise der cERKO-Mausen.

Dies erlaubt die Aussage, dass ERa fir die Wirkung von E2 im Mammgewebe von
entscheidender Bedeutung ist (Walker und Korach 2004). Forster et al. (2002, 2004)
und Kietz et al. (2004) versuchten ebenfalls, anhand von a-ERKO- und B-ERKO-
Mausen, die differenzielle Vermittiung von Ostrogeneffekten tber ERa und ERB im
Herzmuskel und Brustgewebe zu entschlisseln. Die Autoren konnten einen ersten
Hinweis auf differenzierende Ostrogeneffekte auf das Brustepithel, spezifisch vermittelt
Uber den ERp, gewinnen. Da Frauen, die gestillt haben, ein reduziertes Brustkrebsrisi-
ko zugeschrieben wird, spekulieren Forster et al. (2002) darlber, dass die ERp-
vermittelte terminale Differenzierung des Brustepithels zu dieser Risikoverminderung
beitragen kdnnte. In einem In-vitro-Ansatz konnten Strom et al. (2004) komplementar
an der Brustkrebszelllinie T47D zeigen, dass die Uberexpression von ER die Ostro-
gen-vermittelte Aktivierung des Zellzyklus hemmt. Damit ist der ERp ein geeigneter
Angriffspunkt fur therapeutische Brustkrebspravention und -therapie durch ERp-
selektive SERMs (Forster et al. 2002 und 2004, Kietz et al. 2004, Strém et al. 2004).

Alle Substanzen tben durch ERa und ERp einen Effekt. Dies wird in der vorliegenden
Arbeit als Beweis der Wirkung auf die Genexpression nachgewiesen.

1.11.2 Progesteronrezeptor (PR)

(s. Kapitel Steroide und Steroidhormone)

1.11.3 Insulin-like growth factor (IGF-1)

Der ,insulin-like growth factor“-1 (IGF-1), auch bekannt als Somatomedin, ist ein dem

Insulin strukturell und funktionell &hnliches Polypeptid, welches sowohl fir das pra- als
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auch fur das postnatale Wachstum sowie fur die Organentwicklung von Bedeutung ist
(Le Roith et al. 2001).

Er wirkt als starkes Mitogen fir normale und abnormale Zellen. Seine Aktivierung fuihrt
zu erhohter Proliferationsneigung und verringerter Apoptoserate. Die Regulierung der
IGF-1-Konzentration wird in hohem MalRRe von Bindungsproteinen beeinflusst.

Die Wirkungsvermittlung findet an einem Rezeptor statt, der zu der Familie der Tyro-
sin-Kinasen gehdrt. Der Grol3teil des zirkulierenden IGF-1 wird in der Leber produziert
und sezerniert. Damit entspricht die Wirkungsweise einem endokrinen Hormon. Es
findet sich allerdings auch eine lokale Produktion in vielen unterschiedlichen Gewe-
ben, dabei wird entweder dieselbe Zelle (autokrin) oder eine angrenzende Zelle beein-
flusst (parakrin) (Zapf 1997).

Dem IGF-1 wird als Mitogen bei der Entstehung von Brustkrebs und anderen malignen
Tumoren eine wichtige Rolle zugeschrieben. Durch experimentelle Studien konnte
dargestellt werden, dass sich die Proliferation von Brustkrebszelllinien durch IGF-1
stimulieren lasst (Jones et al. 1995) und durch eine Blockade der Rezeptoren mittels
Antikorper inhibiert wird (Rohlik et al. 1987). Immunozytochemische Untersuchungen
zeigen, dass die Lokalisation der IGF-1-Rezeptoren im schnell proliferierenden Be-
reich des Tumors zu finden ist (Pollak und Tremblay 1989).

Die Ausschittung von IGF-1 aus den Leberzellen wird von der Hohe des Ostrogen-
spiegels beeinflusst, da Ostrogen die Ausschiittung des Wachstumshormons (GH) aus
der Hypophyse fordert und somit indirekt fir einen Anstieg des IGF-1 verantwortlich ist
(Pollak et al. 1992). Ubermittelt wird dieser Prozess iiber spezifische Ostrogenrezepto-
ren in der Hypophyse (McEwen et al. 1979). Bei 6strogenrezeptor-positiven Brust-
krebszellen fuhrt zusatzlich die Stimulation der Rezeptoren an der Tumorzelle zu einer
Ausschuittung von IGF-1, welches dann eine autokrine und parakrine Wirkung auf die
umliegenden Zellen zeigt (Bruns 1994).

Es wurde gezeigt, dass Ostrogen und IGF-1 synergistisch den Eintritt der Brustkrebs-
zelllinie MCF 7 in die S-Phase der Zellteilung induzieren. In der Brustdriise spielt bei
der Entwicklung des gesunden Brustgewebes und des Mammakarzinoms die Signal-
Ubertragung zwischen den beiden Stoffen eine Schlisselrolle. Ferner haben ER, und
IGF-1-Expression eine prognostische Bedeutung und es gibt eine positive Korrelation
zwischen IGF-1-Rezeptorkonzentration und Mamma-Ca-Risiko bei prAmenopausalen
Frauen. Wenn man bedenkt, dass es zwischen den beiden Rezeptoren und deren Be-
teiligung bei der Brustkrebsprogression einen bedeutenden Zusammenhang gibt, ware
eine Kombination von ER-, und IGF-1-Inhibitor eine rationale therapeutische Strategie
(Lisztwan et al. 2008).
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Es stellt sich hier die Frage inwiefern Phytodstrogene, die eine dstrogen-ahnliche Wir-
kung haben, einen Einfluss auf die IGF-1-Konzentration und die Brustkrebsentstehung
haben.

1.11.4 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF wird von nahezu allen soliden
Tumoren gebildet und sezerniert (Fiedler et al. 2001). Er wirkt endothelspezifisch und
nimmt damit eine besondere Stellung unter den proangiogenetischen Faktoren ein
(Siemeister et al. 1998).

Bei der Entstehung eines soliden Tumors spielt VEGF als wichtigstes Mitogen der An-
giogenese eine entscheidende Rolle (Claffey und Robinson 1996). Durch Erh6hung
der GefalRdurchlassigkeit und Bildung von neuen GefalRen werden Grol3enzunahme
und Metastasierung ermdglicht (Heits et al. 1998). Besonders im hochmalignen,
schnell proliferierenden Tumorgewebe und dort vor allem in hypoxischen Arealen ist
die Expression deutlich erhéht (Kroll und Waltenberger 2000). Folkman stellte 1995
die enorme Bedeutung von VEGF und seinen Rezeptoren fur die Tumorentwicklung
fest und schlug zur Krebsbek&mpfung Eingriffe in den VEGF-Signalweg vor (Folkman
1995). Die VEGF-Synthese wird Uber verschiedene Mediatoren wie Steroidhormone,
Zytokine und Tumorpromotoren mit hemmenden oder férdernden Effekten reguliert
(Heits et al. 1998).

VEGF spielt vor allem bei der Angiogenese von Geweben eine groRe Rolle. Ostrogen-
einfluss wird speziell lokal in der Mamma mit erhéhter VEGF-Expression und erhdhter
Mikrogefal3dichte assoziiert (Pavlakis et al. 2008). Heits et al. (1998) zeigten, dass
Ostrogene und Progesteron die Freisetzung von VEFG in einigen Brustkrebszelllinien
fordern (Heits et al. 1998). Ebenfalls wurde demonstriert, dass in menschlichen
Mammakarzinom- und Endometriumkarzinomzellen die VEGF-Expression neben mul-
tifaktoriellen, zum Teil noch nicht bekannten Einfliissen, durch Ostrogene (iber ERa als
auch ERp induzierbar ist (Koduri et al. 2006, Hyder et al. 2000).

Insgesamt bleibt die Rolle des E2 beziiglich der VEGF-Regulation umstritten. Wéah-
rend einige Studien Uber eine E2 induzierte erhohte VEGF-Genexpression in Endo-
metriumkarzinomzellen (Dardes et al. 2002, Navarro et al. 2003, Dai et al. 2009, Muel-
ler et al. 2000) und in Mammakarzinomzellen (Soares et al. 2002, Ruhola et al. 1999)
berichten, gibt es ebenfalls Studien, die eine E2-induzierte VEGF-Uberexpression in
ER-positiven MCF-Z T47-D- oder ZR-75-Mammakarzinomzellen nicht demonstrieren
konnten, weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene (Hyder et al. 1998, Bermonta et al.
2001, und Degani 2002, Merkins et al. 2006).
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Es stellt sich die Frage, ob Phytotstrogene, die eine dstrogen-ahnliche Wirkung ha-
ben, auch die VEGF-Konzentration beeinflussen und somit eine Krebsentstehung be-
gunstigen.

1.11.5 Aromatase

Das Enzym Aromatase, auch Cytochrom P450Aro genannt, aromatisiert Androgene zu
Ostrogenen. Die Cytochrom P450-Proteine sind Monooxygenasen, die Reaktionen
katalysieren, die mit der Synthese von Cholesterol, Steroiden und Lipiden zusammen-
héangen und zudem an der Verstoffwechslung von Pharmazeutika beteiligt sind.

Die Aromatase ist am Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und katalysiert dort den
letzten Schritt in der Steroidbiosynthese von Ostradiol aus Testosteron, sowie Estron
aus Androstendion. Die Aromatase konnte bisher in vielen verschiedenen Geweben
nachgewiesen werden, z.B. in Haut-, Knochen- und Fettgewebe, sowie in Blutgefal3en.
Der Umwandlungsprozess steroidaler Vorstufen in Ostrogen findet bei pramenopausa-
len Frauen vorwiegend in den Eierstécken (Ovarien) statt. Aber auch im Korper von
Frauen, die ihre Wechseljahre schon hinter sich haben, oder von Frauen, deren ovari-
elle Ostrogenproduktion unterdriickt wird, wird noch in geringerem Umfang Ostrogen
hergestellt.

Im Brustgewebe postmenopausaler Frauen ist die Aromatase fur die lokale Ostrogen-
produktion verantwortlich, denn nach der Menopause, wenn die Ostrogenkonzentrati-
on in der Brust absinkt, wird wahrscheinlich tber eine Steigerung der Aromatase in der
Brustdriise die Ostrogenkonzentration aufrechterhalten. Auf diese Weise kénnte die
Aromatase die lokale Ostrogenproduktion iiber einen auto- parakrinen Regelkreis kon-
trollieren (Nakamura et al. 1999, Mense et al. 2008). Ostrogenvorstufen werden noch
von der Nebenniere produziert und anschliel3end mit Hilfe der Aromatase im Muskel-
und Fettgewebe in Ostrogen umgewandelt. Die vermehrte Expression iber Aktivitat
dieser Enzyme wird mit Brustkrebs assoziiert. Denn wahrend einer malignen Trans-
formation, konnte das lokal produzierte Ostrogen die Proliferation von Tumorzellen
und VEGF-Produktion stimulieren. Das sind Effekte, die eine Tumorentstehung, Angi-
ogenese und letztendlich die Metastasierung beginstigen (Nakamura et al. 1996 und
1999, Yue et al. 2001, Mense et al. 2006). Es hat sich gezeigt, dass die Aromatase in
malignem Mammagewebe mehr exprimiert wird als im normalen Mammagewebe (Mil-
ler 1997, Harada 1997). Tekmal et al. (1999) demonstrierten, dass eine gesteigerte
Ostrogenproduktion, welche aus einer Aromatasetiberexpression in der Brustdriise
resultierte, einem Mamma-Ca in einem Frihstadium &hnelte und zu einer Reihe von
praneoplastischen und neoplastischen Veranderungen fihrte. Sie zeigten ebenfalls,
dass eine alleinige Aromataseiiberexpression ohne zirkulierende Ostrogene in der
Brustdriise ausreicht, um Praneoplasien und Neoplasien zu verursachen (Tekmal et
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al. 1999).Im Hinblick auf die Schlisselrolle der Aromatase bei der Biosynthese von
Ostrogenen und die Rolle der Ostrogene bei der Tumorentstehung, wiirde eine Reduk-
tion des Hormons im Korper Uber eine Hemmung der Aromataseaktivitat vor Brust-
krebs-entstehung schutzen (Altundag und Ibrahim 2006). Zur Wirkung der verschie-
denen Phytotstrogene auf die Aromataseaktivitat oder Genexpression gib es ebenfalls
einige Studien.

Es wird behauptet, dass Phytotstrogene wie Resveratrol die Aromataseaktivitat kom-
petitiv und nicht kompetetiv in MC7-Brustkrebszellen (Wang et al. 2006) und in SK-BR-
3-Brustkrebszellen (Mense et al. 2008) hemmen. Ye et al. (2009) und Myllymaki et al.
(2005) demonstrierten, dass Phytodstrogene wie Genistein die Aktivitat von Aromata-
se in HepG2- Leberzellen (Ye et al. 2009) und in isolierten Ovarfollikeln (Myllymaki et
al. 2005) steigern (Ye et al. 2009, Myllymaki et al. 2005).

Es gibt aber wenige Studien, die die Langzeitwirkung von Phytodstrogenen bei der
Expression von Steroidhormonenzymen untersuchen. In einer Studie wurde der Ein-
fluss von verschiedenen Phytodstrogenen entweder einzeln oder als Kombination auf
die Expression und Aktivitat von Aromatase in menschlichen Zellen verglichen. Es
wurde behauptet, dass eine chronische diatetische Exposition sowie eine Gewebsak-
kumulation mit niedrig dosierten Gemischen aus Phytodstrogenen eine bedeutende
Rolle bei der Aktivitat von Aromatase und somit die Synthese von Ostrogenen haben
(Rice et al. 2006).

1.12 Zielsetzung

Klimakterische Beschwerden kénnen das Allgemeinbefinden von Frauen stark negativ
beeinflussen. Die HRT, welche unumstritten die wirksamste Behandlung gegen klim-
akterische Beschwerden ist, stellt ein Risikofaktor fir die Brustkrebsentstehung dar.
Die in letzter Zeit publizierten beiden Studien der ,Women’s Health Initiative” und die
,One Million Women Study”“ haben trotz mehrerer methodischer Studienmangel dazu
gefuhrt, dass die Indikation zu einer Hormonersatztherapie heute strenger als noch vor
Jahren gestellt wird (Rossouw et al. 2002, Beral und Million Women Study Collabora-
tors 2003).

In der Praxis stellt sich somit heute mehr denn je die Frage, ob nicht Phyto6strogene
in der Lage waren, Wechselbeschwerden auf ,naturliche Weise* zu reduzieren, ohne
dabei einen proliferativen Effekt auf das Brustgewebe auszutben.

Ziel dieser Arbeit ist es, im Brustgewebe der ovx Ratte, die als etabliertes Modell in der
Forschung dber die Postmenopause gilt, molekularbiologische  Effekte
(=Genexpression) der Pflanzenextrakte Agnus castus, Belamcanda chinensis und
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Silybum marianum, des SERMs Raloxifen sowie 17p-Estradiol im Vergleich zur Kon-
trollgruppe auf die RNA-Expression nachzuweisen.

Untersucht werden folgende Gene: ER(o/B), Aro, PR, IGF-1 und VEGF. Es wurde ne-
ben der Genexpression auch untersucht, ob ein Unterschied entsteht, wenn man die
Substanzen p. g. oder s. c. appliziert. Es sollte untersucht werden, ob von den geteste-
ten Substanzen im Hinblick auf das Mammakarzinomrisiko negative Wirkungen aus-
gehen.

Darauf aufbauend war die Wirksamkeit und Sicherheit bei einem mdglichen Einsatz
der Testsubstanzen bei perimenopausalen Beschwerden als Therapeutika, ohne das
Brustkrebsrisiko zu erhéhen, zu diskutieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Versuchsaufbau

Die Tierversuche standen unter der Aufsicht von Dr. Dana Seidlova-Wuttke und
wurden von der Bezirksregierung Braunschweig genehmigt. (AZ: 509.42502/01-
02.98).

Fur die Organentnahme wurden 88 drei Monate alte weibliche Sprague-Dawley (SD)-
Ratten mit einem Durchschnittsgewicht von 162 g verwendet. Die Tiere wurden in
Kafigen unter standardisierten Bedingungen (23 0.5 Grad Zimmertemperatur,
Lichtperiode 7:00 bis 19:00 Uhr) mit Futter und Wasser ad libitum, jeweils sechs Tiere
pro Kafig, gehalten. Nach der Gewodhnungsphase (7 Tage) waren die Tiere
ovarektomiert (ovx) unter intraperitoneale Narkose mit Xylazin (Rompun® Fa. Bayer,
Leverkusen) 2,5 mg/Tier, entspr. 10 mg/kg KGW und Ketamin (Hostaket ®, Fa.
Hoechst, Bad Soden) 11mg/Tier, entspr. 45 mg/kg KGW im Verhéltnis 3:5.

Fur schnelles Aufwachen der Tiere nach der ovx folgte die Gabe von Antisedan. 26
Tage spater wurden dann 2 Tage morgens und abends und am 3. Tag nur morgens in
gleicher Menge entweder per gavage (p. g.) Uber eine zuvor gelegte Magensonde
oder mittels subcutaner Injektion (s. c.) mit einer Einmal-Injektionsnadel (BD
Microlance™ 3) und 1 ml- Einmal-Spritze (BD Plastipak™) die u. g Substanzen (siehe
Tabelle 1) appliziert und mit der Kontrollgruppe verglichen.

Die Testsubstanzen Estradiol, Raloxifen, Belamcanda chinensis, Silybum marianum
und Agnus castus wurden von der Firma Bionorica® bereitgestellt. Nach diversen Stu-
dien gelten die gewahlten Dosierungen (siehe Tabelle 1) als humanadaptiert, d. h. die
Substanzen wirden in gleicher Dosierung beim Menschen den gleichen Effekt auslo-
sen.

Gruppe a (p.g.) Gruppe b (s.c.)

la. 17R3-Estradiol (1,75ug/ml)x2 1b. 17R3-Estradiol (1,75ug/ml)x2

2a. Belamcanda chinensis (30mg/ml)x2 | 2b. Belamcanda chinensis (30mg/ml)x2

3a. Silybum marianum (3mg/ml)x2 3b. Silybum marianum (3mg/ml)x2
4a. Agnus castus (30mg/ml)x2 4b. Agnus castus (30mg/ml)x2

5a. Raloxifen(1,5mg/ml)x2 5b. Raloxifen (1,5mg/ml)x2

6a. Kontrolle (Co) 6b. Kontrolle

(0,5 %Carboxymethylcellulose) (0,5 %Carboxymethylcellulose)

Tabelle 1: Liste der zu applizierenden Substanzen und die jeweiligen Mengen
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Die Applikation dauerte 2,5 Tage und am 3. Tag wurden die Tiere 6 Stunden nach der
letzten Dosisgabe in Ethernarkose dekapitiert. Es wurde Dekapitationsblut fir serolo-
gische Untersuchungen und eine grof3e Anzahl von Organen entnommen. Fir die vor-
liegende Arbeit wurde die Mammae beidseits sorgféltig freiprapariert und die Organe
in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die entnommenen Organe, sowie die spéater isolierte RNA, wurden bei —70°C
aufbewahrt, wahrend die bei der reversen Transkriptase gewonnene DNA bei —21°C
gelagert wurde.

Bei der molekulargenetischen Aufarbeitung der Organe wurden immer
ethanolgesauberte Latexhandschuhe getragen. Alle Glasgefal3e sind vorher bei 240°C
fir 12 Stunden sterilisiert worden. Samtliche andere Materialien wurden 30 Minuten
bei 121°C autoklaviert. Die Arbeitsgange wurden ausschlie3lich mit sterilen, RNAsen-,
ATP-und DNA-freien Pipettenspitzen und Combitips der Firmen Sarstedt (NUmbrecht)
und Eppendorf (Hamburg) ausgefuhrt.

Die Arbeitsplatze waren semisteril; die PCR-Vorbereitung erfolgte an einer sterilen
Werkbank (Firma Heraeus/Hanau), welche ausschlief3lich fur pr&-PCR Arbeitsschritte
genutzt wurde.

Alle PCR-Reagenzien, sowie die RNA- und DNA-Proben wurden schnell nach dem
Gebrauch wieder verschlossen und wahrend der Verarbeitung auf Eis kihl gehalten.

2.3 Préparation der Gewebeproben

Die tiefgefrorenen Organe und die verwendeten Schuttelbehélter aus Teflon von der
Firma Medconsult Haep wurden in Stickstoffbehaltern oder auf Trockeneis gekiihlt, um
ein Auftauen des Gewebes wahrend der Arbeitsschritte zu verhindern.

Zur Lysierung der Zellen wurde der RTL-Lysis-Buffer aus einem RNeasy®-Kit (Fa.
Qiagen/Hilden) benutzt, dem zuvor noch B-Mercaptoethanol (Fa. Sigma/Deisenhofen)
hinzugefiigt werden musste. Die Organe wurden jeweils in einen Schuttelbehalter mit
einer Mahlkugel aus Chromstahl gegeben und im Dismembranator (Fa.
Braun/Melsungen) pulverisiert. Das Organpulver wurde anschliel3end in eine mit RTL-
Lysispuffer geflllte 24-Well-Gewebekulturplatte (Fa. NUNC/Roskilde/Danemark) ge-
fullt und vor dem Einfrieren bei —70°C in einem Ultraschallbad (Fa. Bran-
son/Danbury/USA) etwa 15 Sekunden durchmischt.
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2.4 RNA-Isolierung
In verwendeten RNeasy®-Kit (Qiagen/Hilden) waren folgende Materialien enthalten:
e QIASchredder-Columns
e Rneasy Mini Spin Columns
e Collection Tubes (1,5 und 2 ml)
e RTL-Lysis-Buffer
¢ RW1-Wash-Buffer
e RPE-Wash-Buffer
¢ RNAse-free Water.

Bei der Aufarbeitung der Organe wurde nach den Arbeitsanweisungen der Rneasy®
Mini Handbook verfahren. Die Zentrifugation der Spin Columns erfolgte in einer
Tischzentrifuge der Firma Hettich aus Tuttlingen. Nach mehreren Wasch- und
Zentrifugationsvorgangen konnte die isolierte RNA in einem autoklavierten 0,5 ml
Eppendorf-Cup eingefroren werde.

2.5 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA

Durch photometrische Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm kann die Qualitat und
Quantitat der RNA bestimmt werden. Dabei gelten folgende Beziehungen fur d=1
(Sambrook et al. 1989):

OD260 =1= 40 pg/ml RNA

Die Absorptionsmessung bei 280 nm dient der Feststellung des Reinheitsgrades der
isolierten RNA. Der Quotient aus OD260/OD2so liegt fiir eine reine RNA zwischen 1,8
und 2,0. Proben, die mit Fremdprotein kontaminiert sind, weisen einen niedrigeren
Reinheitswert auf.

2.6 Reverse Transkription

Um eine PCR durchfiilhren zu kénnen, muss die isolierte mRNA zuvor in cDNA
umgeschrieben werden. Diese Umwandlung wird durch das Enzym Reverse
Transkriptase, eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die aus dem Bakterium
Escherichia coli gewonnen wird, katalysiert (Roth et al. 1985).
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Zunachst wurde der photometrisch bestimmte RNA-Gehalt der Proben auf einen
einheitlichen Wert eingestellt, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Als
Verdinnungsmedium wurde 0,1% Velcorinwasser (=Dimethylpyrocarbonat, Firma
Bayer/Leverkusen) eingesetzt.

Fur die Reverse Transkription wurden folgende Substanzen verwendet:

e M-MLV  Reverse Transkriptase, RNase Hminus, Point  Mutant
(Promega/Madison/USA)

e M-MLV RT 5x Reaction Buffer aus : 50mM Tris-HCI (pH 8,3), 75mM KCI, 3mM
MgCl2 und 10mM DTT (Promega/Madison/USA)

¢ RNasin (Promega/Madison/USA)

e 10mM dNTP Mix: je 10mM dATP, dCTP, dGTP, und dTTP
(GibcoBRL/Eggenheim) (Saiki et al. 1988).

e Random Primer mit einer Konzentration on 0,09 U/ui in 3mM Tris-HCI (pH 7,0)
und 0,2 mM EDTA (GibcoBRL/Eggenheim)

e Velcorinwasser 0,1%

Die 60ul Reaktionsvolumen jeder Probe setzte sich aus den folgenden Komponenten
zusammen:

e 30ul RNA
e +9ul Velcorin Wasser
e + 3ul Random Primer (1:30 verdunnt).

Die Proben wurden gevortext und zentrifugiert, nach einer Inkubationszeit von 10
Minuten bei Raumtemperatur wurde noch folgendes hinzugefigt:

e 12ul M-MLV RT 5x Reaction Buffer
o +3ul dNTP-Mix
e +3ul RT (20 Units/pul).

Pro 10 Ansatze wurden noch 3ul RNasin hinzugegeben, um eventuell vorhandene
Rnase-Aktivitat zu blockieren. Die gemischten Ansatze wurden in einen Termocycler
(Fa. Perkin-Elmer/Langen) gesetzt, der nach folgendem Schema programmiert worden
war:

e 10 Minuten bei 22°C zur Primeranlagerung an die RNA
e 50 Minuten bei 42°C, in dieser Phase erfolgte die cDNA-Synthese durch die

reverse Transkriptase
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e 10 Minuten bei 95°C um die Gegenstrangsynthese zu stoppen.

AnschlieBend wurden die Proben auf Eis heruntergekihlt und nach kurzer Zeit
Zentrifugation bei —70°C eingefroren.

2.7 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

PCR (Polymerase chain reaction) wurde 1984 von dem amerikanischen Chemiker
Kary Banks Mullis (1990a/b) entwickelt. In der DNA-Analytik handelt es sich um eine
sehr sensitive und schnelle Methode, bei der durch spezifische Primer-definierte
enzymatische in vitro Replikation durch wiederholende Zyklen eine annahrend
exponentielle Amplifikation der Zielsequenz erreicht wird. Mit Hilfe dieser Methodik
kann man aus geringsten Mengen an genetischem Material grél3ere Mengen an DNA
gewinnen. Das genetische Material kann sowohl aus einzelstrangiger als auch aus
doppelstrangiger DNA bestehen.

Will man statt DNA mRNA aus Zellen oder Geweben quantifizieren, gerat man in
Schwierigkeiten. Zwar kann man eine Reverse Transkription durchfihren und die
gewunschte cDNA anschlieBend Uber einen externen oder internen Standard
guantifizieren, doch liefert das nur eine Aussage Uber die Menge an cDNA im Ansatz,
nicht aber Uber die Menge an mRNA im Ausgangsmaterial. Das Problem ist, dass die
cDNA-Synthese hochst unterschiedlich verlaufen kann. lhre Effizienz liegt
Ublicherweise zwischen 5% und 90%. Eine Quantifizierung liefert unter diesen
Bedingungen nur einen Hinweis auf die Mindestmenge an mRNA im Ansatz, aber
keinen absoluten Wert, weil man nichts tUber die Effizienz der cDNA-Synthese und die
Integritat der cDNA weil3. Man kann die cDNA-Synthese zwar prinzipiell quantifizieren,
aber meist nur mit recht gro3em Aufwand und nicht sonderlich genau (Mulhardt 2009).

Die PCR besteh aus 3 Schritten, die einen Zyklus bilden und sich wiederholen.
a. Denaturierung

Die zu amplifizierende Doppelstrang-DNA wird in einer Pufferldosung mit
Oligonucleotid-Primern, Nucleosidphosphaten und einer hitzestabilen DNA-Tag-
Polymerase etwa eine Minute bei 92-95°C denaturiert.

b. Annealing

In diesem Vorgang, der als Annealing (Anheften) bezeichnet wird, bindet die
Oligonucleotidprimer (Amplimer) mit dem komplementaren 5°-Ende an das 3"-Ende
der denaturierten Matrizenstrdnge. Es wird dabei eine Temperatur von 37-65°C
bendtigt. Die genaue Annealingtemperatur hangt von der Hybridisierungstemperatur
(Tm) der verwendeten Primerpaare ab.
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c. Extension

Das aus dem Bakterium Thermus aquaticus isolierte Enzym Tag-Polymerase ist eine
DNA-abhéangige DNA-Polymerase und wird seit 1988 im PCR verwendet (Saiki et al.
1988).

Die Taqg-Polymerase ist hitzestabil und synthetisiert mit einer sehr hohen
Geschwindigkeit durch Verlangerung des Primers in 5°-3"-Richtung bei einer
Temperatur von 72°C den DNA-Gegenstrang. Dabei werden komplementare
Nucleosidtriphosphate unter Abspaltung zweier Phosphatreste aneinander geknupft.
Die dabei bendtigte Energie wird durch die Freisetzung der Phosphatreste frei.

Pro Zyklus wird die von den Primern eingerahmte DNA-Sequenz verdoppelt und im
nachsten Zyklus als Matrizenstrang benutzt und amplifiziert. Die DNA-Strange, die im
ersten Zyklus entstehen, werden am 5°-Ende durch das Primer-Annealing begrenzt,
jedoch am 3"-Ende unbegrenzt verlangert. Erst im zweiten Zyklus entstehen DNA-
Molekile, die genau den gewtinschten Genabschnitt umfassen und an ihrem 3"- und
5-Ende begrenzt sind. Werden die Zyklen mehrfach wiederholt, so ergibt sich eine
exponentielle Zunahme der amplifizierenden DNA-Molekile. In der Theorie ist die
Amplifizierung mit dieser Methode aulRerordentlich effektiv. Theoretisch ist mit einer
Amplifikationsrate von 10° nach 20 PCR-Zyklen zu rechnen. Da die tatsachliche
Reaktionsausbeute aber durchschnittich nur 85% betragt, ist von einer
Amplifikationsrate von 10> pro DNA-Matritze auszugehen.

Nach 25 bis 30 Zyklen sinkt die Effizienz der PCR rapide ab und der
Konzentrationszuwachs der amplifizierenden DNA stagniert. Als Ursache lasst sich ein
Verlust der Polymerase-Aktivitat durch Denaturierungsprozesse, sowie eine Abnahme
der Primerkonzentration im Reaktionsgefald ausmachen. Die Matrizenstrange kdnnen
zu einer Doppelstrang-DNA denaturieren und stehen so der Taqg-Polymerase nicht
mehr zur Amplifikation zur Verfigung.

Die PCR sollte aus folgenden Substanzen bestehen, um optimale
Reaktionsbedingungen zu schaffen:

e 100ul Desoxynucleotide
e 10mM Tris-HCI mit einem pH von 8,3 bei Raumtemperatur
e 50mM KCI
e 40mM NaCl
e 1,5mM MgCl2
e 0,01% Gelatine
Das pH-Optimum des Reaktionsansatzes liegt bei pH 8,8.
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2.8 TagMan™-PCR

Die PCR wurde bei dieser Arbeit mit dem ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection
System (PE. Applied Biosystems/Weiterstadt) durchgefuhrt. Dadurch wurde das
Automatisierungsniveau der PCR erhoht. Dieses homogene Assay ermoglicht die
Amplifikation und den Nachweis des PCR-Produktes simultan in einem Gefal.

Fur den TagMan™ bendtigt man einen Universal PCR Master Mix (PE. Applied
Biosystem/Branchburg/New Jersey/USA), der optimal eingestellte Pufferkomponenten
besitzt. Folgende Substanzen sind in dem Master Mix enthalten:

e Uracil N-Glykosylase (AmpErase™ UNG)
e AmpliTag Gold DNA Polymerase

e Deoxynukleotidtriphosphat (ANTP)

e ein passiver Referenzfarbstoff (ROX).

Die AmpErase UNG (Uracil N-Glykosylase) wird zum Schutz vor Carryover
Kontamination eingesetzt. Vorher ist der PCR eine 2-minutige Inkubation bei 50°C
vorzuschalten, gefolgt von einer 10-minutigen Inkubation bei 95°C, um zum einen die
durch UNG verdauten Carryover-Molekile zu zerstéren und zum anderen UNG selbst
zu inaktivieren.

AmpliTaq Gold ist eine modifizierte Form der rekombinanten AmpliTag DNA
Polymerase. Dieses Enzym ist zuerst inaktiv und wird erst durch eine 9-12 minitige
Inkubation bei 95°C irreversibel aktiviert. In der aktiven Form entsprechen die
Eigenschaften und Leistungsdaten denen der AmpliTag DNA Polymerase. Ein anderer
Vorteil der AmpliTaq Gold ist, dass ohne vorherige Aktivierung komplette Master-Mixe
ohne Gefahr von Primer-Dimer-Bildung vorpipettiert werden kdnnen. Solche Master-
Mixe kdnnen mehrere Tage im Kuhlschrank bei 4°C gelagert werden. Mit dem ROX,
die dem Master-Mix zugesetzt werden, werden stérende Fluktuationen der
Fluoreszenz ausgeglichen.

Es wurden 21ul Master-Mix mit Sonde und Primern mit 4ul Proben-DNA vermischt, so
dass das Reaktionsvolumen in der Biosphere® Multiply PCR 96-Well Platte je 25ul
erreichte. Die Menge und Molaritat der zugefuigten Primern und Sonden variierte in
Abhangigkeit von der nachzuweisenden Gegensequenz.

Die speziell fur die Fluoreszenzanalyse entwickelten Mikrotiterplatten wurden mit
geschliffenen optischen Biosphere® PCR-Deckeln (Sarstedt/Numbrecht)
verschlossen.
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Die TagMan-PCR wurde als 2-Schritt-PCR mit 40 Zyklen mit einer DNA-
Denaturierungstemperatur von 95°C fur 15 Sekunden, sowie einem einminltigen
kombinierten Annealing- und Extensionsschritt bei 60°C durchgefuhrt. Der zweite und
dritte PCR-Schritt konnte zusammengefasst werden, da die AmpliTag Gold
Polymerase schon bei Temperaturen ab 55°C eine signifikante Aktivitat besitzt. Die 2-
Schritt-PCR liefert aufgrund der hoheren Annealing-Temperaturen spezifischere
Ergebnisse und hat einen positiven Einfluss auf die Bindung der Sonde an die
Templete-DNA.

2.9 Auswahl der Primer und TagMan™-Sonden

Fur TagMan™ PCR wird eine spezielle fluorogene Sonde (TagMan™-Fluorogenic-
Sonden von Perkin-Elmer/Langen) eingesetzt, die aus einem Oligonucleotid besteht,
dessen 5°-Ende mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff (fluoreszein-Derivat)
markiert ist, wahrend das 3"-Ende einen Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) tragt
und auf3erdem mit einem Phosphat blockiert ist. Um eine optimale TagMan™-Sonde
auszuwéhlen, mussen einige Faktoren berucksichtigt werden.

Das 5-Ende der TagMan™-Sonde sollte idealerweise relativ nahe beim 3"-Ende des
PCR-Primers liegen und kein G als Endonukleinsaure enthalten. Es sollte nie mehr als
3x dieselbe Base hintereinander vorkommen. Am besten sollte die Sonde einen CG-
Gehalt on 40-60% und eine Lange on 20 bis 30 Basen besitzen.

Der Quencher soll am 3'-Ende positioniert werden. Die Sonde sollte nicht
komplementéar zu der PCR-Primer sein und keine auffalligen Sekundarstrukturen und
Polynukleotide im Zielbereich aufweisen, damit keine Fehlhybridisierungen entstehen.

Die Hybridisierungstemperatur der Sonde sollte um ca. 5-10°C uber der Primer-
Hybridisierungstemperatur liegen (PE Applied Biosystems).

Bei intakter Sondenstruktur bewirkt der Quencher eine Suppression der
Reporterfluoreszenz. Diese Fluoreszenzunterdriickung beruht vorwiegend auf dem
Forster-Energie-Transfer (Lakowicz 1983).

Wahrend der Gegenstrangsynthese wird die Sonde mit Hilfe der Tag-Polymerase
zwischen dem Reporter- und dem Quencher-Farbstoff hydrolysiert, da die Tag-
Polymerase eine Exonucleaseaktiviitat besitzt. Die Abspaltung der Sonde bewirkt eine
Fluoreszenzzunahme des Reporters, was vom ABI PRISM™ 7700 Sequence
Detection System registriert wird. (PE Applied Biosytems)
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Die PCR-Primer sollen 18-30 Basenpaare lang sein, der C/G-Gehalt der Primer sollte
zwischen 20-80% liegen. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, sind Primer
auszuwdhlen, die keine  Poly(T)-Bereiche und keine palindromischen
Sequenzabschnitte besitzen. Die Sequenz der Templete-DNA an ihrem 3"-Ende und
5’-Ende sollte weitgehend bekannt sein, damit die beiden Primer (sense/antisense) die
zu amplifizierende Gegensequenz einschlielen. Die Primer sollten an ihren 3"-Enden
weder inter- noch intramolekular komplementar sein, um unspezifische
Hybridisierungen und Primer/Dimer-Artefakte zu verhindern.

Es wurden folgende PCR-Primerpaare und Tagman-Sonden fir diese Arbeit
verwendet:

e Rat Estrogen Receptor alpha (ERa):
sense-Primer: 5-AAG CTG GCC TGA CTC TGC AG-3
antisense-Primer: 5 -GCA GGT CAT AGA GAG GCA CGA-3’
Primerkonzentration: sense 50nM/ antisense 900nM
Sonde: 5"FAM-CGT CTG GCC CAG CTC CTC CTC ATC-

TAMRAS3’

Sondenkonzentration: 225nM
(Spreafico et al. 1992)

e Rat Estrogen Receptor beta (ERB):
sense-Primer: 5-GAG GAG ATACCACTC TTC GCA ATC-3
antisense-Primer: 5 -GGA GTA TCT CTG TGT GAA GGC CAT-3’
Primerkonzentration: sense und antisense je 300nM
Sonde: 5-FAM-CAG GGC ATC TGT CAC CGC GTT CAG-

TAMRAS3’

Sondenkonzentration: 225nM
(Kuiper et al. 1996)

e Rat Progesterone Receptor (PR):
sense-Primer: 5-CTG GTT CCG CCA CTC ATC AA-3
antisense-Primer: 5-TCA GGC TCA TCC AGG AGT ACT GA-3
Primerkonzentration: sense und antisense je 300nM
Sonde: 5" FAM-CCG ACA CTT CCA GCT CTT TGC TGA CCA-

TAMRAZ’
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Sondenkonzentration: 225nM
(Park-Sarge und Mayo 1994)
e Rat IGF-1:
sense-Primer: 5-TGT CGT CTT CAC ATC TCT TCT ACC TG-3’
anti-sense-Primer: 5-CCA CAC ACG AAC TGA AGA GCG T-3°
Primerkonzentration: sense und antisense je 300nM
Sonde: 5"FAM-TTA CCA GCT CGG CCA CAG CCG GAC-
TAMRA-3"
Sondenkonzentration: 225nM
(Schoenfeld et al. 1998)
e Rat VEGF:
sense-Primer: 5-GGG AGC AGA AAG CCC ATG A-3
antisense-Primer: 5 -GCT TGAAGA TAT ACT CTA TCT CAT CGG G-3°
Primerkonzentration: sense und antisense je 900nM
Sonde: 5"FAM-TCA CAG CGC AGC TAT TGC CGT CCA ATT G-
TAMRA-3"
Sondenkonzentration: 225nM

(Schoenfeld et al. 1998, Conn et al. 1990)

e Rat Aromatase (Aro):
sense-Primer: 5-TGA CCA ATG AAT CGG GCT ATG TG-3’
antisense-Primer:  5'-GAT CCT CAA GAA GAG CGT GTT AGA-3’
Primerkonzentration: sense und antisense je 300nM

Sonde: 6-FAM- 5’ACC CTT CTG CGT CGT GTC ATG CTG GA-3'-
TAMRA

Sondenkonzentration: 200nM

(Ju et al. 2008)
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2.10 ABIPRISM™ 7700 Sequence Detection System

Durch die Abspaltung der sequenzspezifischen Sonde zwischen dem Reporter und
Quencher kommt es zu einer Fluoreszenzzunahme des Reporter-Farbstoffes. Die
Tag-Polymerase, die Uber Exonukleaseaktivitat verfiigt, ermdglicht die Hydrolyse der
Sonde. Mit Hilfe eines passiven Referenzfarbstoffes, der dem Reaktionspuffer
zugesetzt wird, werden unspezifische Einflisse wie Voluminaschwankungen durch
Pipettierfehler ausgeglichen. Die Veranderung der Fluoreszenzen der verschiedenen
Farbstoffe wird vom ABI PRISM™ 7700 SDS Zyklus fur Zyklus registriert.

Um eine Echtzeit-Analyse der bis zu 96 Proben eines Laufes zu ermoglichen, befindet
sich im Heizdeckel des Gerates uber jeder Thermocycler-Position eine optische Linse,
die den Lichtstrahl in das jeweilige Reaktionsgefal} leitet.

Mit Hilfe eines Argonlasers (488nm), dessen Strahl Uber einen dichroiden Spiegel
zunéchst auf einen Multiplexer (MUX) gelenkt wird, wird die Fluoreszenz-Emission
angeregt. Der MUX ist Uber 96 Lichtleiter mit dem optischen Heizdeckel des
Thermocyclers verbunden, wobei diese jeweils Uber einer der 96 Linsen enden,
dadurch wird der Laserstrahl auf sie einzelnen Positionen verteilt. Von der Linse
fokussiert, dringt der Strahl in das geschlossene Reaktionsgefald ein, regt dort die
Fluoreszenzemission an, welche den Cycler Uber jeweils denselben optischen Leiter
wieder verlasst.

Die Emissionsstrahlen, die eine andre Wellenlange als der Laserstrahl besitzt, wird on
dichroiden Spiegel reflektiert, Uber eine neue Linse erneut fokussiert und auf einen
Spektrographen geleitet. Mittels einer CCD-Kamera werden alle 7 Sekunden die
Emissionsdaten von 500-660 nm gesammelt und in ein digitales Signal umgewandelt.
(PE Applied Biosystems)

2.11 Statistische Auswertung

Alle Messwerte der Versuchsgruppen wurden prozentrelativiert. Die Gesamtheit der
Ergebnisse der Kontrolltiere wurde als 100% definiert und die Abweichungen der mit 5
verschiedenen Substanzen behandelten Tiere dazu in Relation gesetzt. Fur jede Ver-
suchsgruppe wurden der arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung oder
Standtarderror berechnet. Die Werte fur die Statistik wurden mit dem Computerpro-
gramm Graph Pad Prism4® berechnet.

Die Signifikanz wurde mit einer einfachen Varianzanalyse fur wiederholte Messungen
eines Faktors (ANOVA) und anschlieBendem multiplen T-Test nach Dunnett ermittelt.
Hierbei wurden die einzelnen Gruppen mit der Kontrollgruppe verglichen. Zudem wur-
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de zum Vergleich der Einzelgruppen miteinander ein T-Test fir ungepaarte Stichpro-
ben durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3

Ergebnisse

3.1 Genexpression von ERa

Nach funfmaliger s. c. und p. g. Applikation der Testsubstanzen bewirken E2 s. c. und
Ral s. c. in der Brustdriise gegeniber der Kontrollgruppe eine signifikant reduzierende

Wirkung auf die Genexpression von ERa. BC s. c. wirkt ebenfalls reduzierend, jedoch
insignifikant. E2 p. g., MD s. c./ p. g., AC s. c./p. g., BC p. g. und Ral p. g. I6sen einen
insignifikanten Anstieg der Genexpression aus (Abb. 2).
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Abbildung 2: Einfluss von E2, MD, AC, BC und Raloxifen auf die Genexpression von ERa im
Mammagewebe der ovx Ratten nach 5-maliger s. c. und p. g. Applikation Uber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.2 Genexpression von ERp

Nach funfmaliger s. c. und p. g. Applikation der Testsubstanzen ergibt sich fur keine
der Testsubstanzen ein signifikanter Anstieg der Genexpression von ERf in der Brust-
driise gegeniber der Kontrollgruppe.

Ein T-Test war fur E2 s. c., BC s. c. und Raloxifen p. g. aufgrund nicht verwertbarer
Daten nicht durchfuhrbar (Abb. 3).
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Abbildung 3: Einfluss von E2, MD, AC, BC und Raloxifen auf die Genexpression von ERB im
Mammagewebe der ovx Ratten nach 5-maliger s. c. und p. g. Applikation Uber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.3 Genexpression von PR

Nach funfmaliger s. c. und p. g. Applikation der Testsubstanzen aul3er E2 s. c. weist
keine der Testsubstanzen einen signifikanten Einfluss auf die Genexpression von PR
in der Brustdrise gegenuber der Kontrollgruppe auf. Nur E2 s. c. erhoht die Genex-
pression von PR um mehr als das Zweifache im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4).
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Abbildung 4: Einfluss von E2, MD, AC, BC und Raloxifen auf die Genexpression von PR im Mammage-
webe der ovx Ratten nach 5-maliger s. c. und p. g. Applikation tGber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.4 Genexpression von IGF-1

Nach finfmaliger s. c. und p. g. Applikation der Testsubstanzen kommt es bei keinem
der Testsubstanzen zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression von IGF-1 in
der Brustdrise gegenuber der Kontrollgruppe.

Bis auf MD s. c., AC p. g., und BC p. g. bewirken alle Substanzen einen Abfall der Ge-
nexpression gegenuber der Kontrollgruppe (Abb. 5).
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Abbildung 5: Einfluss von E2, MD, AC, BC und Raloxifen auf die Genexpression von IGF-1 im
Mammagewebe der ovx Ratten nach 5-maliger s. c. und p. g. Applikation Uber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.5 Genexpression von VEGF

Nach funfmaliger Applikation der Testsubstanzen kommt es bei E2 s. c./p. g., BC s. c.
und Ral s.c./p. g. zu einem signifikanten Abfall der Genexpression von VEGF in der
Brustdriise gegeniber der Kontrollgruppe.

AulRer MD s. c. wirken auch die anderen Substanzen in unterschiedlichem MalRe redu-
zierend auf die Genexpression von VEGF, jedoch insignifikant (Abb. 6).

200
111,64
150 91,73
S 100 77,05 90,73
= 84,32
5
::) 100 T *
s ) ) 44,08 ’ T
437 42,93 : 44,88
50
o _
OO 60. Q’ Qo. Q. @o~ QQ’ 9(). Q’ {go. q.
‘ Q S o . : S . S Q
Vv (@] O N N
< ¢ & ¢ ¢ v 9 & & &L

Abbildung 6: Einfluss von E2, MD, AC, BC und Raloxifen auf die Genexpression von VEGF im
Mammagewebe der ovx Ratten nach 5-maliger s. c. und p. g. Applikation Uber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.6 Genexpression von Aromatase

Nach funfmaliger s. c. und p. g. Applikation der Testsubstanzen zeigen E2 p. g., AC s.
c. und BC p. g. einen signifikanten Anstieg der Genexpression von Aromatase in der
Brustdriise gegeniber der Kontrollgruppe.

Alle anderen Substanzen weisen keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression

von Aromatase auf (Abb. 7).
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Abbildung 7: Einfluss von E2, MD, AC, BC und Raloxifen auf die Genexpression von Aromatase im
Mammagewebe der ovx Ratten nach 5-maliger s. c. und p. g. Applikation Gber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse s. c. versus p. g.

3.7.1 Genexpression von ERa, ERB, PR, IGF-1, VEGF und Aromatase nach s. c.
Applikation von E2, MD, AC, BC und Raloxifen

Untersuchte
Substanzen

sederco) | CO E2 MD AC BC Ral
Gen-
expression
ERa 100 33,06 * 166,93 157,48 88,55 43,96 *
ERB 100 Daten nicht 100.78 2827 Daten nicht 56.3

verwertbar ' ’ verwertbar '

PR 100 377,7* 109,24 270,19 85,02 143,11
IGF-1 100 85,75 123,67 82,55 92,38 83,4
VEGF 100 43,7 * 111,64 77,05 44,08 * 44,88 *
Aro 100 95,75 138,24 374,32 * 108,96 59,7

Tabelle 2: Einfluss der getesteten Substanzen auf die Genexpression im Mammagewebe der ovx Rat-
ten nach 5-maliger s. c. Applikation Giber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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3.7.2 Genexpression von ERa, ERB, PR, IGF-1, VEGF und Aromatase nach p. g.

Applikation von E2, MD, AC, BC und Raloxifen

Untersuchte

Substanzen

secorcey | CO E2 MD AC BC Ral

Gen-

expression

ERa 100 142,54 155,86 121,15 163,75 120,54

ERB 100 36,89 53,78 134,01 108,63 Daten nicht
verwertbar

PR 100 287,23 171,41 201,82 168,22 192,98

IGF-1 100 73,13 91,74 142,49 131,54 55,08

VEGF 100 42,93 * 84,32 91,73 90,73 53,5*

Aro 100 221,88 * 124,88 140,43 259,9 * 141,04

Tabelle 3: Einfluss der getesteten Substanzen auf die Genexpression im Mammagewebe der ovx Rat-

ten nach 5-maliger p. g. Applikation Uber 2,5 Tage

* signifikant versus Kontrolle im multiplen T-Test nach Dunnett
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4  Diskussion

Die hier vorgelegten Untersuchungen wurden an Brustgewebe von drei Monate alten
ovx Ratten durchgefiihrt. Nachdem 2,5 Tage E2, die beschriebenen Pflanzenextrakte
und Raloxifen entweder p. g. oder s. c. appliziert wurden, wurden die Tiere sechs
Stunden nach der letzten Dosisgabe dekapitiert und die Organe entnommen.

Anhand der Untersuchungen mit den Verbindungen und deren Extrakten im
Mammagewebe der ovx Ratte soll festgestellt werden, inwieweit die Substanzen posi-
tive oder negative Auswirkungen im Hinblick auf das Mammakarzinomrisiko zeigen.
Zusatzlich wird ein Beitrag zur Aufklarung ihrer molekularen Mechanismen in Bezug
auf die Beeinflussung von Zellfunktionen gewahrleistet.

Die Behandlung mit E2 diente in allen Experimenten als Positivkontrolle fur éstrogene
Effekte. Die gleichzeitige Behandlung mit Raloxifen diente dem Nachweis eines ER-
abhangigen Wirkmechanismus, da dieser durch Raloxifen blockiert wird.

Bei der Auswertung der molekularbiologischen Ergebnisse muss erwahnt werden,
dass die Rattenmamma aufgrund ihrer geringen Gro3e und der schwer zu markieren-
den Grenze zu Nachbargeweben ein schwieriges Untersuchungsorgan zur Bearbei-
tung mit der extrem sensiblen Methodik der PCR ist.

Die tiefgefrorenen Mammapraparate waren unterschiedlich grof3, hatten unterschiedli-
che Konsistenz und beinhalteten unterschiedlich grof3e Mengen von zusatzlichem
Gewebe. Genau genommen handelt es sich bei den Praperaten um eine komplexe
Gewebsmischung aus Mammagewebe, Fettgewebe, Gefal3en, Hautanhangsdrisen,
Muskelgewebe und Haaren.

Zudem ist allgemein die mRNA-Bestimmung bei der quantitativen Reverse-
Transktriptase-PCR schwierig (s. Material und Methoden). Hierdurch kdnnte man die
grofR3en Standardabweichungen der Genexpression erkléren.

4.1 Einfluss der verschiedenen Futtersubstanzen auf die
Genexpression von ERa in der Mamma

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von ERa in der Mamma unter E2 und

Raloxifen s. c. im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert. Die BC-s. c.-Tiere zeig-

ten ebenfalls eine Reduktion der ERa-Expression, jedoch nicht signifikant. Es lagen
sehr starke Schwankungsbreiten in den Ergebnissen vor.
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Die Bedeutung des ERa ist in der Literatur sehr vielseitig beschrieben. Die genauen
lokalen Effekte sind jedoch noch grof3tenteils unerforscht geblieben. Wie schon be-
schrieben, zeigen die Mammadrisen der cERKO-Méause eine normale pranatale und
prapubertare Entwicklung. Nach der Pubertat bleiben sie rudimentar, wahrend die
epithelialen Verzweigungen und die lobuloalveolaren Entwicklungen fehlen. Anders als
die unterentwickelten aERKO-Brustdriisen, zeigen die BERKO-Mause eine normale
duktale Struktur mit normalem Fettgewebe. Nach der Schwangerschaft kommt es zur
normalen Differenzierung der BERKO-Milchdrisen mit notwendigen lobuloalveoléren
Strukturen fur die Laktation. Die Brustdrise der erwachsenen o/BERKO-Mause ahnelt
der der tERKO-Méause.

Dies erlaubt die Aussage, dass ERa fir die Wirkung von E2 im Mammagewebe von
entscheidender Bedeutung ist (Walker und Korach 2004).

Eine Aussage Uber die Bedeutung der Anderungen in der Genexpression ist schwierig
zu treffen. Laut Speirs (2002) lasst sich erstens aus einer erhdhten Expression auf-
grund vieler posttranskriptioneller Regulationsmechanismen nicht zwangslaufig auf
eine Anderung in der Rezeptorproteinkonzentration schlieBen. Zweitens lasst sich aus
erhohter Proteinkonzentration nicht direkt die entsprechende Funktion oder Aktivitat
des Rezeptors ableiten (Review Speirs 2002).

Es gibt zunehmend Beweise, dass E2 und IGF-1 Uber komplexe Mechanismen die
Zellproliferation des normalen Brustepithels stimulieren und somit das Risiko fir die
Brustkrebsentstehung erhoéhen. Diese noch nicht ganz verstandenen Interaktionen
legen nahe, dass E2 Uber ERa die IGF-1- und IGF-1-Rezeptor-Expression reguliert
und so das normale Mammawachstum beeinflusst (Martin und Stoica 2002).

Martin und Stoica (2002) wollten untersuchen, inwiefern IGF-1 die ERa-Expression
und -Aktivitdt in Mamakarzinomzellen reguliert. Sie haben festgestellt, dass IGF-1 in
MCF-7 Zellen die ERa-mRNA-Expression reduzierten, in dem die Transkription des
ERa-Promotors blockiert wurde. Sie konnten ebenfalls zeigen, dass die ERa-
Proteinkonzentration und E2-Bindungsstellen im Rezeptor abnahmen. Es gab keinen
Effekt auf die Bindungsaffinitat des Rezeptors fur E2. Im Gegensatz zu der reduzierten
ERa-Expression durch IGF-1 fuhrte dies zur Induktion von zwei E2-regulierten Genen,
namlich PR und pS2 (Martin & Stoica 2002).

Es wurde festgestellt, dass im normalen Mammawachstum durch Ostrogene die ERa-
Expression downreguliert wird. Entsprechend fihrt eine 6strogenarme Umgebung, wie
sie in der Postmenopause vorkommt, zur ERa-Up-Regulation, was die Ostrogenemp-
findlichkeit erh6ht, ohne einen direkten Einfluss auf proliferierende Zellen zu haben
(Fendrick et al. 1998).
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ERa-positive Zellen sind nur extrem selten Ki-67-positiv, d.h. zur Proliferation fahig.
Sie sind eher als Regulatoren des Wachstums benachbarter ER-negativer Mamme-
pithelien zu werten. Nach Tumorentstehung kann durch Dysregulation ERa vermehrt
exprimiert werden, und so konnen Ostrogene einen proliferationserhéhenden Effekt
ausiuben (Palmieri et al. 2002).

Entsprechend der einschlagigen Literatur kommt es unter E2 zu einer signifikanten
Downregulation der ERa-Expression, allerdings wenn E2 s. c. appliziert wird. Fir E2 p.
g. konnte es folgende Erklarung geben: Die p. g. Applikation mit der anschliel3enden
Aufnahme des E2 Uber die Magen- und Darmschleimhaut in die Blutbahn hat den
Nachteil, dass der Wirkstoff grundsatzlich auf dem Weg in den grof3en Kreislauf erst
die Leber passieren muss (First-pass-Effekt). So hat E2 aufgrund der hohen First-
pass-Metabolisierung eine Bioverfugbarkeit von 5% (AWMF Leitlinie Nr.
015062/Oktober 2010).

Bei der subcutanen Applikation, die eine parenterale Verabreichungsform darstellt,
wird der First-pass-Effekt umgangen. Hierdurch wird eine hdohere Bioverfugbarkeit er-
reicht. Daher zeigen die E2-s. c.-Tiere eine signifikante ERa-Downregulation.

SM hat in diesem vorliegenden Experiment keinen Effekt auf die ERa-Expression. Wie
schon in der Einleitung beschrieben, wirkt SM ausschlielich Uber ERB (Seidlova-
Wuttke et al. 2003a), und ERpB hat in dstrogenarmer Umwelt eher einen ERa-
inhibitorisch- modulierenden Effekt (Hall and McDonnell 1999, Weihua et al. 2000).
Daher war als Ergebnis, ein nicht signifikanter Effekt, zu erwarten.

Uber Vitex agnus castus, die gegen Wechseljahresbeschwerden eingesetzt wird, gibt
es die Hypothese, dass sie bei einer langeren Anwendung vor dem Auftreten eines
invasiven Brustkrebses in der Postmenopause schitzen konnte (Obi et al. 2009). Die
AC-Tiere zeigen in dieser Arbeit keinen signifikanten Effekt auf die ERa-Expression.

BC-Inhaltsstoffen wurden in der Literatur zwar ERa- und —B-Bindungsféahigkeiten
nachgesagt, Seidlova-Wuttke et al. (2004) konnten in einer Studie beweisen, dass
Tectorigenin, ein isoliertes Isoflavon aus BC, keine mammotrophe Wirkung aufweist
(Seidlova-Wuttke et al. 2004). Dies wird in dieser vorliegenden Arbeit, zumindest was
die ERa-Expression betrifft, bestatigt.

ER stellt den Angriffspunkt fir Raloxifen dar. Die Substanz bindet mit hoher Affinitat an
beide Rezeptorsubtypen (o, B) und wirkt in erster Linie als Antagonist, das heil3t, die
endogenen Ostrogenwirkungen werden blockiert. Im Tierversuch erzeugt die Zugabe
von Raloxifen eine Hormonmangel-Symptomatik, bei postmenopausalen Frauen kann
es Wechseljahresbeschwerden verstarken. Dartiber hinaus wirkt Raloxifen aber auch
als partieller Agonist. In Abwesenheit von Ostrogenen vermag Raloxifen den ER zu
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aktivieren, wenn auch nur schwach (etwa 10 % der Maximalaktivierung durch E2).
Diese Wirkung auf3ert sich aber nur in einigen Geweben.

Raloxifen wird nach oraler Anwendung rasch resorbiert. Durch eine ausgepréagte pra-
systemische Glukuronidierung betragt die absolute Bioverfugbarkeit 2%. Die hohe
Clearance der Substanz ist auf eine extrem effiziente Konjugation des Raloxifenmole-
kuls in der Leber zuriickzufuihren (Fahrleitner-Pammer 2007).

Die subcutane Gabe, die eine hohere Bioverflugbarkeit besitzt, fihrt entgegen der ein-
schlagigen Literatur zu einer signifikanten Reduktion der ERa-Expression. Die per ga-
vage Gabe hat keinen signifikanten Effekt auf ERa-Expression. Dies steht im Einklang
mit vorherigen Verdffentlichungen (Glaeser et al. 2006). Die signifikante Reduktion der
ERa durch Raloxifen s. c. ware im Hinblick auf die Mammakarzinomentstehung durch
die proliferative Wirkung des ERa wiinschenswert.

Zusammenfassend kénnte man sagen, dass die fehlende signifikante Anderung der
ERa-Expression durch die getesteten Pflanzenextrakte im Hinblick auf die Brustkreb-
sentstehung erwinscht ware, denn wie bereits erwahnt, wird die Anwesenheit von
ERo mit proliferativen Effekten von Ostrogenen im Zusammenhang gebracht (Chang
et al. 2009).

Die Erforschung der Auswirkung von getesteten Pflanzenextrakten auf die ERa-
Expression und somit auf das Proliferationsverhalten von Brustgewebe ist insofern von
entscheidender Bedeutung, da eine erhthte Proliferationsrate der Zellen unter be-
stimmten Umstanden im weiteren Verlauf zu einer malignen Entartung des Brustge-
webes fuhren kann.

4.2 Einfluss der verschiedenen Futtersubstanzen auf die
Genexpression von ERB in der Mamma

In der Literatur wird dem ERp eine antiproliferative, tumorsuppressive und vor allem
unter niedrigen Ostrogenumgebungskonzentrationen eine ERa hemmend modulieren-
de Wirkung nachgesagt (Hall and McDonnell 1999, Weihua et al. 2000, Saji et al.
2000).

In einem In-vitro-Ansatz konnten Strom et al. (2004) komplementar an der Brustkrebs-
zelllinie-T47D erforschen, dass die Uberexpression von ERB die Ostrogen-vermittelte
Aktivierung des Zellzyklus hemmt. Damit ist der ERp ein geeigneter Angriffspunkt fur
therapeutische Brustkrebspréavention und -therapie durch ERB-selektive SERM (Strom
et al. 2004).
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Nach Speirs (2002) sei viel Verwirrung tber die Funktion des ERJ durch Interpretatio-
nen von ERB-mRNA-Uberexpression in Tumoren im Zusammenhang mit maligneren
Indikatoren entstanden. Eine mRNA-Uberexpression sei mit einer vermehrten Transla-
tion in aktives Protein gleichgesetzt worden, was sich in entsprechenden immunhisto-
logischen Untersuchungen nicht nachweisen lasst. Mit der Immunhistologie habe sich
das ERB-Vorkommen als ein guter prognostischer Marker ergeben. Aus dieser Diskre-
panz von mRNA- und Proteinexpression lasst sich auf eine grof3e Rolle der posttran-
skriptionellen und -translationalen Modulationen in der ERB-Wirkung schliel3en (Speirs
2002). Auch Smith und Huges (2008) unterstreichen die bedeutende Rolle der post-
transkriptionellen Regulationen in Bezug auf die ERB-Proteinexpression und der dar-
aus folgenden Rezeptoraktivitat (Smith und Hughes 2008). Damit ware die Aussage-
kraft einer ERB-mRNA-Expression in den Mammae bezlglich der endgultigen ERp-
Aktivitat der verschiedenen Behandlungsgruppen schwierig. Bei der Bewertung der
vorliegenden Ergebnisse war aufféllig, dass bei E2-s. c.-, BC-s. c.- und Raloxifen-p. g.-
Tieren in der Rattenmamma keine ERB-mRNA der mit der Sonde detektierbaren Se-
guenz vorhanden war.

In diesem Zusammenhang muss bedacht werden, dass Palmieri et al. (2002) erwéh-
nen, dass sich zwar in Untersuchungen der Rattenmammae ein hohes Vorkommen
von ERp gezeigt habe, ERp jedoch in wesentlichen Mengen als ER3 Splice-Variante
mit verminderter Affinitat zu Ostrogenen vorkommt (Palmieri et al. 2002). Ebenso wird
in der Ubersicht tiber die Ostrogenrezeptoren der International Union of Pharmacology
(Dahlmann-Wright et al. 2006) das haufige Vorkommen von verschiedenen ERa- so-
wie ERp-Splice-Varianten auf Protein- und m-RNA-Ebene in Ratten erwéhnt. Dies
koénnte fur diesen Versuch bedeuten, dass bei E2-s. c.-, BC-s. c.- und Raloxifen-p. g.-
Tieren ERpP als Splice-Variante zwar in dem vorliegenden Versuch vorhanden sein
koénnte, jedoch nicht unbedingt mit der hier verwendeten Sonde detektierbar ist. Die
Arbeitsgruppe Seidlova-Wuttke et al. (2003) konnte ebenfalls wider Erwarten unter SM
keine ERp- Expression im Knochen der Ratten nachweisen und erklarte die dstrogene
Wirkung von SM entweder mit dem Vorkommen einer ERB-Splice-Variante oder eines
weiteren Ostrogenrezeptors, dem ERy (Seidlova-Wuttke et al. 2003a).

In der Literatur liegen beziglich E2 und ERp kontroverse Ergebnisse vor.Wé&hrend
Gallo et al. (2006) in Mamma der ovx Ratte keinen signifikanten Einfluss von E2 auf
den ERp-Status zeigte (Gallo et al. 2006), beschreibt Glaeser et al (2006) eine Up-
Regulation der ERB-Expression durch E2, wahrscheinlich vermittelt Uber ERo-
abhéngige Mechanismen. Wenn davon ausgegangen wird, dass ER die ERa Trans-
aktivierung reguliert (Hall und McDonnell 1999), wirde eine Up-Regulation von ERp
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durch ERa durch eine Anderung oder Hemmung der ERa-vermittelten Transaktivie-
rung dber E2 erklart werden. (Glaeser et al. 2006).

In dieser Arbeit kam es bei E2-p. g.-Tieren zu keiner Up- oder Downregulation der
ERpB-Expression. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der Arbeit von Gallo et al. (2006).
Raloxifen s. c. scheint keinen Effekt auf die ERB-Expression zu haben, was mit vorhe-
rigen Veroffentlichungen Ubereinstimmt (Glaeser et al. 2006). Auch die getesteten
Pflanzenextrakte fuhrten zu keinem signifikanten Anstieg der ERB-Expression.

Mit dem Wissen, dass ERp eventuell antiproliferative, tumorsuppressive und vor allem
unter niedrigen Ostrogenumgebungskonzentrationen eine ERa hemmend modulieren-
de Wirkung haben konnte (Hall und McDonnell 1999, Weihua et al. 2000, Saji et al.
2000) und diese Wirkung auch in Mamma auftritt und laut Srom et al. (2004) der ERf
ein geeigneter Angriffspunkt flr therapeutische Brustkrebspravention und -therapie
durch ERp-selektive SERM sei, wére in diesem Fall eine Up-Regulation des Rezeptors
winschenswert. Wobei man, wie oben beschrieben, beachten muss, dass die Aussa-
gekraft Gber ERB-mRNA-Expression in den Mammae bezuglich der endgultigen ERf-
Aktivitat schwierig ist.

4.3 Einfluss der verschiedenen Futtersubstanzen auf die
Genexpression von PR in der Mamma

Progesteron fordert zusammen mit Ostrogenen die Entwicklung des duktalen Sys-
tems, ferner die Ausbildung, Proliferation und Differenzierung sowie Sekretionsbereit-
schaft der Alveoli. Primér bewirkt Progesteron zeitabhangig immer erst eine Zunahme
der Mitoserate am Mammagewebe, jedoch auch eine Apoptoserate. Studien nach
exogener Anwendung von Gestagenen haben widersprichliche Daten geliefert. Es
wurde sowohl eine erhdhte als auch eine erniedrigte Mitoserate gefunden. (Braendle
2001, Goretzlehner et al. 2007).

Die meisten Effekte des Progesterons scheinen antiostrégen zu sein, vor allem im Ute-
rus. Progesteron fuhrt im Uterus zu einer Down-Regulation der cytoplasmatischen und
nukledren ER-Konzentrationen und antagonisiert die Wirkung des ER auf molekularer
Ebene (Graham et al. 1997). Urspringlich dachte man, wenn Progesteron die E2-
induzierte Proliferation im Uterus antagonisieren wirde, wirde es genauso die E2-
induzierte Proliferation im Mammagewebe antagonisieren. Heute weil3 man, dass Pro-
gesteron in Kombination mit E2 eine hohere proliferative Wirkung im adulten
Mammagewebe der Menschen und Tiere (Affe, Nagetier) hat als E2 allein. Folglich
konnte Progesteron zu einer Brustkrebsrisikoerhdhung beitragen (Aupperlee et al.
2005).
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Wie bereits beschrieben, wird die Wirkung des Progesterons Uber PR vermittelt (Ma-
noharan et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit sollte ebenfalls untersucht werden, inwiefern die untersuch-
ten Substanzen einen Einfluss auf die PR-Expression haben und auf diesem Wege zu
einer Brustkrebsrisikoerhéhung fihren kénnten.

Nur E2-s. c.-Tiere zeigten im Einklang mit der Literatur eine signifikante Erh6hung der
PR-Genexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Kraus et al. (1993) zeigten im
Uterus der ovx Ratte ebenfalls einen signifikanten Anstieg der PR-Expression durch
E2 (Kraus et al. 1993). Gallo et al. (2006) bewiesen eine Up-Regulation der PR-
Genexpression durch E2 im Brustgewebe der ovx Ratte (Gallo et al. 2006).

Wenn man bedenkt, dass PR ein ER-reguliertes Gen ist und die Prasenz und die Kon-
zentration von PR ein Marker fiir die Ostrogenaktivitat sind (Graham und Clarke 1997,
Allred et al. 2001b), war der signifikante Anstieg der Genexpression von PR durch E2
s.c. zu erwarten. Auch bei den E2-p. g.-Tieren kommt es zu einem Anstieg der PR-
Genexpression, jedoch nicht signifikant. Wie bereits aufgefuhrt ist aufgrund der hohen
First-pass-Metabolisierung bei oraler Applikation von E2 nur 5 % bioverfligbar (AWMF
Leitlinie Nr. 015062/Oktober 2010).

Raloxifen-Tiere zeigen, unabhangig von der Applikationsform keinen signifikanten Ein-
fluss auf die PR-Genexpression. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der Arbeit von
Bayram et al. (2005). Sie konnte ebenfalls im Mammagewebe der Ratte einen signifi-
kanten Effekt auf die PR-Expression nachweisen (Bayram et al. 2005).

Glaeser at al. (2006) und Blauer et al. (2008) konnten unter Raloxifeneinfluss In-vitro-
Untersuchungen von humanen Mammakarzinomzelllinien (Glaeser et al. 2006) und
Endometriumzellen (Blauer et al. 2008) ebenfalls keine Effekte bezlglich der PR-
Expression nachweisen (Glaeser et al. 2006, Blauer et al. 2008). Rosal und Da Silvia
(2010) hingegen wiesen im Brustgewebe der Frauen im gebarfahigen Alter unter
Raloxifen und Tamoxifen einen signifikanten Abfall der PR- und ERa-Genexpression
nach (Rosal und Da Silvia 2010).

In der vorliegenden Arbeit scheinen die Pflanzenextrakte keinen signifikanten Effekt
auf die PR-Genexpression im Brustgewebe der ovx Ratte zu haben. Hier spielt die
Applikationsform der Substanzen keine Rolle.

Bedenkt man, dass der PR-Status im Brustgewebe wéahrend der Karzinogenese deut-
lich erhoht ist (Shyamala et al. 2002) und eine Hochregulation der PR-mRNA-
Expression sowie des daraus resultierende Proteine in MCF-7-Zellen festgestellt wur-
de (Nardulli et al. 1988), ist zu vermuten, dass von den getesteten Pflanzenextrakten
im Hinblick auf das Mammakarzinomrisiko keine negativen Wirkungen ausgehen, da
sie wahrscheinlich eine Uberexpression des PR im Mammagewebe der ovx Ratte ver-
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hindern. Da die untersuchten Pflanzenextrakte nicht den gleichen Effekt wie E2 s. c.
zeigen, kénnte man behaupten, dass sie hier im Brustgewebe der ovx Ratte keinen
Ostrogenen Effekt aufweisen.

Die Wirkung von Silybum marianum im normalen Brustgewebe ist wenig erforscht. Ei-
ne rein dstrogene Wirkung von Silymarin wurde, wie schon beschrieben, in der Meta-
physe des Femurs der adulten ovx Ratte beobachtet (Seidlova-Wuttke et al. 2003 a).
Die fehlende Wirkung des Belamcanda chinensis im ovx Mammagewebe ist im Ein-
klang mit der Arbeit von Seidlova-Wuttke et al. (2004). Sie zeigten, dass Tectorigenin,
ein Extrakt aus Belamcanda chinensis keine 6strogene proliferationserhéhende Wir-
kungen im Mammagewebe aufweisen (Seidlova-Wuttke et al. 2004).

Mittlerweile verdichten sich jedoch die Hinweise auf eine dstrogene Wirkung des Ex-
trakts im Tierversuch. In vitro binden Extrakte aus VAC an ER (Rensen 2010). Liu et
al. (2004) beschrieben, dass Linolinsaure ein Extrakt des VAC an ER bindet und somit
eine o6strogene Wirkung hat (Liu et al. 2004), allerdings nicht im normalen Mammage-
webe, sondern in Mammakarzinomzellen.

4.4 Einfluss der verschiedenen Futtersubstanzen auf die
Genexpression von IGF-1 in der Mamma

Im Rahmen dieser Arbeit wollten sollte ebenfalls feststgellt werden, ob die getesteten
Substanzen einen signifikanten Einfluss auf die Expression des IGF-1 im Brustgewebe
der ovx Ratte haben, denn wie bereits erwahnt wurde, wird dem IGF-1 als Mitogen bei
der Entstehung von Brustkrebs und anderen malignen Tumoren eine wichtige Rolle
zugeschrieben.

Es wurde gezeigt, dass Ostrogen und IGF-1 synergistisch den Eintritt der Brustkrebs-
zelllinie MCF-7 in die S-Phase der Zellteilung induzieren. In der Brustdrise spielt die
Signalliibertragung zwischen den beiden Stoffen bei der Entwicklung des gesunden
Brustgewebes und des Mammakarzinoms eine Schlisselrolle (Lisztwan et al. 2008).

In vielen Studien wird bewiesen, dass bei praemenopausalen Frauen eine positive
Korrelation zwischen der IGF-1-Rezeptorkonzentration und dem Mamma-Ca-Risiko
vorhanden ist (Lisztwan et al. 2008), nicht aber bei postmenopausalen Frauen (Gron-
baek et al. 2004).

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wird die Ausschittung von IGF-1 aus den
Leberzellen von der Hohe des Ostrogenspiegels beeinflusst, da Ostrogen die Aus-
schittung des Wachstumshormons (GH) aus der Hypophyse férdert und somit indirekt
fur einen Anstieg des IGF-1 verantwortlich ist (Pollak et al. 1992). Es gibt zunehmende
Beweise, dass E2 und IGF-1 Uber komplexe Mechanismen die Zellproliferation des
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normalen Brustepithels stimulieren und somit das Risiko fur die Brustkrebsentstehung
erhdhen. Diese noch nicht ganz verstandenen Interaktionen legen nahe, dass E2 Uber
ERa die IGF-1- und IGF-1-Rezeptor-Expression reguliert und so das normale
Mammawachstum beeinflusst (Martin und Stoica 2002). Eine andere Studie unter-
suchte die organspezifische Wirkung des E2 speziell auf den Uterus, die Vagina und
die Brustdrise der ovx Ratte beziglich der IGF-1-Expression. Wéahrend E2 im Uterus
und in der Vagina zur vermehrten IGF-1-Expression fuhrte, blieb dieser Effekt in der
Brustdrise aus (Suzuki et al. 2007).

Dies bestétigen die vorliegenden Ergebnisse beziglich des fehlenden signifikanten
Effektes des E2 auf die IGF-1-Genexpression. Hier spielte es keine Rolle, ob E2 s. c.
oder p. g. appliziert wirde. Wenn man bedenkt, dass E2 die ERa-Expression downre-
guliert (Fendrick et al. 1998) und, wie oben beschrieben, E2 Gber ERa die IGF-1- und
IGF-1-Rezeptor-Expression reguliert (Martin und Stoica 2002), konnte der fehlende
signifikante Effekt unter E2 durch verminderte ERa-Expression bedingt sein.

Raloxifen wird in der Literatur vielfach als antiéstrogen und antiproliferativ in der Brust
beschrieben (Dadak 2008b). Bezuglich der Effekte von Raloxifen auf die IGF-1-
Expression existieren unterschiedliche Daten. Scheinbar ist die IGF-1-Regulation vom
menopausalen Status abhangig, denn wéahrend Torrisi et al. (2001) und Duschek et al.
(2004) den signifikant reduzierenden Effekt des Raloxifens auf IGF-1-Konzentrationen
in postmenopausalen Frauen mit Brustkrebs zeigten (Torrisi et al. 2001, Duschek et al.
2004), bewiesen Eng-Wong et al. (2003), dass Raloxifen in premenopausalen Frauen
keinen Effekt auf die IGF-1-Konzentrationen austubt (Eng-Wong et al. 2003).

In dieser Arbeit zeigte Raloxifen im Brustgewebe der ovx Ratte entgegen der Literatur
keinen signifikanten Effekt auf die IGF-1-Genexpression. Er wirkt zwar, je nachdem
wie er appliziert wird, in unterschiedlichem Mal3e reduzierend auf die Genexpression
von IGF-1, jedoch nicht signifikant. Wenn man bedenkt, dass hohe IGF-1-
Konzentrationen mit hohem Brustkrebsrisiko assoziiert werden, ware ein fehlender
signifikanter Effekt ebenso wiinschenswert wie eine signifikante Reduktion der Genex-
pression von IGF-1. Auch die getesteten Pflanzenextrakte haben, unabhangig von der
Applikationsart keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression von IGF-1. Dieses
Ergebnis konnte man als erwiinscht betrachten.

Beziglich der Schliusselrolle des IGF-1 als Mitogen bei der Brustkrebsentstehung und
aufgrund der fehlenden Wirkung der Pflanzenextrakte auf die IGF-1-Expression kénnte
man vermuten, dass in diesem Falle keine negativen Auswirkungen von den geteste-
ten Pflanzenextrakten ausgehen.
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45 Einfluss der verschiedenen Futtersubstanzen auf die
Genexpression von VEGF in der Mamma

Wie schon beschrieben, ist der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) eben-
falls wie IGF-1 ein Mitogen, welches bei der Entstehung und Progression eines Tu-
mors bei der Angiogenese eine entscheidende Rolle spielt. Er kann in nahezu allen
soliden Tumoren gefunden werden (Leung et al. 1989, Claffey et al. 1996, Fiedler et
al. 2001, Dai et al. 2009).

VEGF spielt vor allem bei der Angiogenese von 0strogenreguliertem Gewebe eine be-
deutende Rolle. Unter dem Einfluss von Hormonen und Epithel- und Stroma-
Interaktionen ist VEGF bei der Entwicklung und Funktion des normalen Mammagewe-
bes essentiell und wird abhangig vom Zelltyp transkribiert (Hovey et al. 2001). Durch
ERa und ERp wird auch die VEGF-Expression in Mamakarzinom-, und Endometrium-
karzinomzellen reguliert (Koduri et al. 2006, Hyder et al. 2000). Ebenfalls in DMBA
(Dimethylbenz(a)anthrazen) induzierten-Mamma-Ca der Ratte konnte in-vivo eine Sti-
mulation der VEGF-Produktion durch E2 nachgewiesen werden (Nakamura et al.
1996).

In der vorliegenden Arbeit fihren E2 und Raloxifen sowie BC s.c. im Brustgewebe von
ovx Ratten zu einer signifikanten Reduktion der VEGF-Genexpression. Alle anderen
Substanzen uben keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression aus. Entgegen
der Studie von Nakamura et al. (1996), die gezeigt hat, dass es unter Ostrogeneinfluss
in Mammatumoren von ovx Ratten zu einer erhdhten VEGF-Expression kommt
(Nakamura et al. 1996), hatte E2 in dieser Arbeit eine signifikant reduzierende Wirkung
auf die Genexpression von VEGF.

Wie bereits aufgeflhrt, ist die Rolle des E2 bezlglich der VEGF-Regulation umstritten.

Wahrend einige Studien Uber eine E2-induzierte erhéhte VEGF-Genexpression in En-
dometriumkarzinomzellen (Dardes et al. 2002, Navarro et al. 2003, Dai et al. 2009,
Mueller et al. 2000) und in Mammakarzinomzellen (Soares et al. 2002, Ruhola et al,
1999) berichten, existieren ebenfalls Studien, die keine E2-induzierte VEGF-
Uberexpression in ER-positiven MCF-7-, T47D- oder ZR-75-Mammakarzinomzellen
demonstrieren konnten, weder auf mRNA- noch auf Proteinebene (Hyder et al. 1998,
Bermonta et al. 2001, Bogin und Degani 2002, Merkins et al. 2006). Letzteres steht im
Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen, namlich eine fehlende VEGF-
Uberexpression durch E2, wobei erwahnt werden muss, dass dieses Experiment im
normalen Brustgewebe der ovx Ratte durchgefuhrt wurde.

Obwohl viele Studien Estrogen-Response-Elemente in den Regulationsregionen des
VEGF-Gens nachgewiesen haben (Hyder et al. 2000, Mueller et al. 2000), liegen in
der Literatur auch Hinweise darauf vor, dass die VEGF-Induktion durch E2 zelltypab-
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hangig sei (Hovey et al. 2001) und auch andere bisher nicht bekannte Faktoren aul3er
ER bei der 6strogenen Antwort eine Rolle spielen kénnten (Hyder 2002).

Die Zell- und Spezies-abhangige VEGF-Regulation durch E2 in der Brust und Gebar-
mutter und die Fluktuationen in Zelllinien von solchen Faktoren in verschiedenen La-
boren kdnnten einige Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen von verschiedenen
Forschern mit &hnlichen experimentellen Bedingungen erklaren (Hyder 2002).

Raloxifen hat in dieser Arbeit, im Gegensatz zu den meisten beschriebenen Studien
(Merkins et al. 2006, Navarro et al. 2003, Christodoulakes et al. 2004), einen signifi-
kant reduzierenden Einfluss auf die VEGF-Genexpression. Dies ist winschenswert,
wenn man die Rolle des VEGF bei der Tumorangiogenese betrachtet. Unter Raloxi-
feneinfluss wurde der fehlende Effekt bezilglich der VEGF-Konzentration im Serum
postmenopausaler Frauen (Christodoulakos et al. 2004), in Brustkrebszellen (Merkins
et al. 2006) sowie Endometriumkarzinomzellen (Navarro et al. 2003, Dai et al. 2009)
nachgewiesen. Lam et al. (2004) zeigten, dass Raloxifen im Serum postmenopausaler
Frauen die VEGF-Konzentration signifikant senkt (Lam et al. 2004).

Es stellt sich die Frage, ob Phytotstrogene, die eine dstrogen-ahnliche Wirkung haben
kénnen, auch die VEGF-Konzentration beeinflussen und somit eine Krebsentstehung
beglnstigen, da wenige Daten Uber die Rolle der Phytodstrogene und VEGF-
Genexpression im Mammagewebe existieren. Der fehlende signifikante Anstieg der
VEGF-Genexpression durch die Pflanzenextrakte, mit Ausnahme von BC s. c., ist im
Hinblick auf das Brustkrebsrisiko ebenfalls wiinschenswert.

Der signifikante Abfall der Gen-Expression durch SM und AC, wie er bei BC s. c. beo-
bachtet wurde, wére in diesem Falle auch erwiinscht, welcher aber hier ausbleibt, da
eine reduzierende Wirkung auf die VEGF-Genexpression eher fir eine tumorprotektive
Wirkung der untersuchten Substanzen sprechen wirde. Man kdnnte annehmen, dass
BC, wenn s. c. appliziert und dadurch eine héhere Bioverfligbarkeit besitzt, einen pro-
tektiven Effekt auf das Mammagewebe hat, da es die VEGF-Expression signifikant
reduziert.

Betrachtet man nur die E2-induzierte Wirkung auf die VEGF-Genexpression, wie es in
einigen Studien beschrieben wird (Dardes et al. 2002, Navarro et al. 2003, Dai et al.
2009, Mueller et al. 2000, Soares et al. 2002, Ruohola et al. 1999), kénnte man an-
nehmen, dass die untersuchten Pflanzenextrakte im Mammagewebe der ovx Ratten
keine dstrogene Wirkung zeigen, da sie nicht die VEGF-Genexpression induzieren,
was wiederum fir die SERM-Eigenschaft dieser Substanzen sprechen kénnte. Wenn
man jedoch bedenkt, wie oben beschrieben, dass die Rolle der Ostrogene bezlglich
der VEGF-Regulation umstritten ist, ist es schwierig, eine Aussage uUber die 6strogene
Wirkung der Pflanzenextrakte zu treffen.
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Zusammenfassend kénnte man durch den fehlenden signifikanten Anstieg der getes-
teten Pflanzenextrakte auf die Genexpression von VEGF im Mammagewebe der ovx
Ratten behaupten, dass die untersuchten Substanzen nicht zu einer erhéhten Neo-
vaskularisation im Mammagewebe fuhren. Betrachtet man die entscheidende angio-
genetische Rolle des VEGF bei der Entstehung eines soliden Tumors, kdnnte man in
diesem Falle die These aufstellen, dass die getesteten Pflanzenextrakte nicht zu ei-
nem erhdhten Brustkrebsrisiko fiihren.

4.6 Einfluss der verschiedenen Futtersubstanzen auf die
Genexpression von Aromatase in der Mamma

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zudem, neben E2 und Raloxifen die Wirkung der
Pflanzenextrakte auf die Genexpression des Enzyms Aromatase, dem Schlisselen-
zym der Biosynthese von Ostrogenen zu untersuchen, da es wenige Daten tber die
Wirkung von Phytodstrogenen im Brustgewebe beziglich der Aromataseaktivitat gibt.
Die meisten Studien wurden in MCF-7-Zellen oder anderen Geweben durchgefihrt
(Mense et al. 2008)

Im Brustgewebe postmenopausaler Frauen ist Aromatase fiir die lokale Ostrogen-
produktion verantwortlich, denn nach der Menopause, wenn die Ostrogenkonzentrati-
on in der Brust absinkt, wird wahrscheinlich Gber eine Steigerung der Aromatase in der
Brustdriise die Ostrogenkonzentration aufrechterhalten. Auf diese Weise konnte die
Aromatase die lokale Ostrogenproduktion tber einen auto-parakrinen Regelkreis kon-
trollieren (Nakamura et al. 1999, Mense et al. 2008).

Die vermehrte Expression uber die Aktivitat dieser Enzyme wird mit Brustkrebs assozi-
iert, denn wahrend einer malignen Transformation kénnte das lokal produzierte Ostro-
gen die Proliferation von Tumorzellen und VEGF-Produktion stimulieren. Dies sind
Effekte, die eine Tumorentstehung, Angiogenese und letztendlich die Metastasierung
beglnstigen (Nakamura et al. 1996 und1999, Yue et al. 2001, Mense et al. 2008). Es
hat sich gezeigt, dass die Aromatase in malignem Mammagewebe mehr exprimiert
wird als im normalen Mammagewebe (Miller 1997, Harada 1997).

Im Hinblick auf die Schliisselrolle der Aromatase bei der Biosynthese von Ostrogenen
und die Rolle der Ostrogene bei der Tumorentstehung wiirde eine Reduktion des
Hormons im Koérper Gber eine Hemmung der Aromataseaktivitat vor Brustkrebsentste-
hung schitzen (Altundag und Ibrahim 2006). Hiernach wére ein signifikanter Abfall der
Genexpression von Aromatase durch die getesteten Substanzen wiinschenswert.

In der vorliegenden Arbeit Uben die getesteten Substanzen einen unterschiedlichen
Effekt auf die Genexpression von Aromatase aus. Lediglich E2-p. g.-, AC-s. c.- und
BC-p. g.-Tiere fuhren zu einem signifikanten Anstieg der Genexpression.
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Bukulmez et al. (2008) konnten in ihrer Studie zeigen, dass Androstendion in Endo-
metriumstromazellen und in Endometriumobeflachenepithelien (HES) Uber eine Erho-
hung der SF-1-mRNA-Expression die Aromatase-mRNA-Expression induzieren. E2
und Testosteron konnten sowohl die Aromatase- als auch die SF-1-mRNA-Expression
upregulieren. Dadurch, dass diese Effekte, namlich die androstendion- und testoste-
roneinduzierte Aromatase- und SF-1-mRNA-Expression durch ICI 182, 780, ein ER-
Antagonist und den Aromataseinhibitor Fedrozol supprimiert wurden, kamen sie zur
Schlussfolgerung, dass diese induzierten Effekte von Androstendion und Testosteron
uber ihre Konversion in Ostrogenen vermittelt werden (Bukulmez et al. 2008). Hier-
nach ware eine signifikante Aromatase-Genexpression durch E2-p. g.-Tiere zu erwar-
ten.

Im Gegensatz dazu demonstrierten Galmiche et al. (2006) in Hirnanhangsdrisen der
Ratten nach ovx einen Anstieg der Aromatase-mRNA-Expression und konnten diesen
Effekt durch E2-Gabe verhindern und schlugen vor, dass E2 in Hirnanhangsdrisen
der Ratten die Aromatase-mRNA-Expression downreguliert (Galmiche et al. 2006).
Dadurch ist ein signifikanter Anstieg der Aromatase-Genexpression bei E2-p. g.-Tieren
nicht zu erwarten.

Wie schon beschrieben, wird bei postmenopausalen Frauen, wenn die Ostrogen-
konzentration in der Brust absinkt, wahrscheinlich die Ostrogenkonzentration tiber eine
Steigerung der Aromatase in der Brustdrise aufrechterhalten (Nakamura et al. 1999,
Mense et al. 2008). Somit kbnnte man vermuten, dass die Versuchstiere wahrschein-
lich auch nach der ovx mit einer Steigerung der Aromatase-Genexpression reagiert
hatten. Dies ware der Studie von Galmiche et al. (2006) &hnlich und man kénnte ver-
muten, dass die vermehrte Aromatase-Genexpression ohnehin schon vorhanden war
und nicht als Folge der Behandlung mit E2 aufgetreten ist.

E2 p. g. konnte vermutlich aufgrund des hohen Firts-pass-Effektes mit deutlich gerin-
gerer Bioverfugbarkeit als E2 s. c. (AWMF Leitlinie Nr. 015062/Oktober 2010) keine
Down-Regulation der Genexpression bewirken. E2 s. c. fuhrte zwar nicht zu einer
Down-Regulation der Genexpression, konnte aber aufgrund der besseren Bioverflig-
barkeit vermutlich eine Up-Regulation verhindern.

Insgesamt bleibt die Rolle von E2 bei der Aromatase-Gen-Regulation unklar. Catalano
et al. (2009) konnten in ihrer Studie demonstrieren, dass in dstrogenabhangigen MCF-
7-Brustkrebszellen E2 in der Lage ist, Uber eine verstarkte Tyrosinphosphorylierung
auf Aromataseproteinebene die enzymatische Aktivitat von Aromatase zu erhdhen.
AulRerdem konnten sie in ER-negativen SKBR3-Brustkrebszellen und in R2C-Lydig-
Tumorzellen der Ratten, welche eine hohe Aromataseaktivitat anzeigen, dhnliche Er-
gebnisse erzielen und schlugen vor, dass die hohe Aromataseaktivitat durch E2 nicht
unbedingt zellspezifisch ware. Hierbei wurde jedoch erwahnt, dass das Wachstum und
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die Progression des Brustkrebses stark E2-abhangig sind. Catalano et al. (2009) de-
monstrierten in ihrer Studie, dass die E2-induzierte Up-Regulation der Aromatase und
die Enzymaktivitat in Brustkrebszellen nicht mit einem erhéhten Aromatase-mRNA o-
der -Protein korrelierte und schlugen eine posttranslationale Modulation der Aromata-
se-Protein vor (Catalano et al. 2009).

Es gibt andere Studien, die eine E2-induzierte Senkung der Aromataseaktivitat in
Brustkrebszellen (Yue et al. 2001, Pasqualini und Chetrite 2006) aufzeigen. Es muss
jedoch betonend gesagt werden, dass E2 langerfristig und deutlich hdher dosiert wur-
de als in anderen Versuchen (Catalano et al. 2009). Die MCF-7-Zellen wurden nach
einer langerfristigen E2-Exposition entweder in 6strogenfreien Medien kultiviert oder
mit Aromatase-Gen (MCF-7aro) transfiziert (Yue et al. 2001, Pasqualini und Chetrite
2006).

Raloxifen hat weder p. g. noch s. c. eine Wirkung auf die Genexpression von Aroma-
tase. Wenn man von der E2-induzierten Down-Regulation der Aromatase-mRNA-
Expression (Galmich et al. 2006) und der antiéstrogenen Wirkung von Raloxifen in der
Brust ausgeht (Dowsett et al. 2001, Glaeser et al. 2006), ware eine Up-Regulation der
Aromatase-Genexpression zu erwarten. Leider gibt es wenige Studien Uber die Effekte
des Raloxifens auf die Aromatase-Genexpression im Mammagewebe, so dass weitere
Aussagen diesbeziglich als schwierig erscheinen.

Bei den untersuchten Pflanzenextrakten bewirkten nur AC s. c. und BC p. g. einen
signifikanten Anstieg der Aromatase-Genexpression. Der einschlagigen Literatur nach
kann keine genaue Aussage dariber gemacht werden, ob die vorliegenden Ergebnis-
se erwartungsgemal waren, denn es gibt unterschiedliche Daten Gber die Auswirkung
von Pflanzenextrakten auf die Aromatase.

Es gibt einerseits Studien, die beweisen, dass Phytodstrogene wie Resveratrol die
Aromataseaktivitdt kompetetiv und nicht kompetetiv in MC-7-Brustkrebszellen (Wang
et al. 2006) und in SK-BR-3-Brustkrebszellen (Mense et al. 2008) hemmen, anderer-
seits wird in einigen Studien dargestellt, dass Phytodstrogene wie Genistein die Aktivi-
tat von Aromatase in HepG2- Leberzellen (Ye et al. 2009) und isolierten Ovarfollikeln
(Myllymaki et al. 2005) steigern. Hiernach ist ein Anstieg der Gen-Expression bei den
AC-s. c.- und BC-p. g.-Tieren zu erwarten, wenn man davon ausgeht, dass eine er-
hohte Genexpression auch eine erhdhte Enzymaktivitat zur Folge hat (Bulun et al.
2005). Dartber hinaus kann behauptet werden, dass diese Substanzen aufgrund der
vermehrten Ostrogensynthese durch die erhohte Aromataseaktivitat durchaus zu ei-
nem vermehrten Brustkrebsrisiko fihren kann. Ein fehlender signifikanter Anstieg der
Aromatase-Genexpression, wie es bei MD-s.c./p. g.-, AC-p. g.- und BC-s. c.-Tieren der
Fall ist, stellt eine positive Wirkung dar, wenn man bedenkt, dass die Erh6hung der
Aromatase-Genkonzentration zu einer vermehrten E2-Produktion und somit zu erhoh-
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ter E2-Aktivitat fuhrt. Folglich bewirken in diesem Falle SM, AC p. g. oder BC s. c. kein
erbhtes Mammakarzinomrisiko.

4.7 AbschlieRende Beurteilung

Zusammenfassend muss erwahnt werden, dass in der vorliegenden Arbeit die geteste-
ten Pflanzenextrakte abhangig von der Applikationsform einen unterschiedlichen Ein-
fluss auf die Genexpression haben.

Einerseits waren die Ergebnisse winschenswert, wie z. B. die signifikante Reduktion
der VEGF-Genexpression durch BC, wenn s. c. appliziert oder unabhangig von der
Applikationsform der fehlende signifikante Effekt der Substanzen auf die Expression
der Wachstumsfaktoren IGF-1 und VEGF und Steroidhormonrezeptoren ERo/p und
PR. Andererseits gab es im Hinblick auf die Mammakarzinomentstehung adverse Ef-
fekte wie der signifikante Anstieg der Aromatase-Genexpression durch AC und BC je
nach Applikationsform.

Aufgrund der vorgelegten Ergebnisse in dieser Arbeit, der teilweise kontroversen Er-
gebnisse in der Literatur und unter Bericksichtigung der Tatsache, dass meines Wis-
sens die Effekte der getesteten Substanzen auf die Rattenmamma nicht haufig unter-
sucht worden sind, ist es aktuell schwierig, eine klare Aussage uber die Risiken der
getesteten Pflanzenextrakte beziglich der Mammakarzinomentstehung zu treffen. Es
sollte hieriber mehr Forschungsarbeit betrieben werden, bevor einige dieser Substan-
zen als sichere Alternativen fir eine Hormonersatztherapie ohne Effekt auf die
Mamma klassifiziert werden kénnen.
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5 Zusammenfassung

Klimakterische Beschwerden kénnen das Allgemeinbefinden von Frauen stark negativ
beeinflussen. Betroffen sind nicht nur Frauen in der natirlichen oder chirurgischen
Menopause, sondern auch Frauen, die sich wegen eines Mammakarzinoms einer an-
tihormonellen Therapie mit Tamoxifen oder Aromatase-Hemmern +/- GNRH-Analoga
oder gar einer Chemotherapie unterziehen (mussen).

Die HRT, welche unumstritten als die wirksamste Behandlung gegen klimakterische
Beschwerden gilt, stellt ein Risikofaktor fur die Brustkrebsentstehung dar. Die in letzter
Zeit publizierten Studien der ,Women’s Health Initiative“ und die ,One Million Women
Study“ haben trotz mehrerer methodischer Studienmangel dazu geflhrt, dass die Indi-
kation zu einer Hormonersatztherapie heute strenger gestellt wird als noch vor Jahren.

Es haben sich im Laufe der Zeit mehrere pflanzliche Produkte, u.a. die Phytodstroge-
ne mit fraglichen positiven, eventuell 6strogenen Effekten auf perimenopausale Symp-
tome als Alternativen zu HRT herauskristallisiert. Diese werden bereits zum Teil von
Arzten verschrieben oder von Frauen in der Selbsttherapie als harmlos angesehen
und zur Nahrungsergénzung eingenommen. In der Literatur liegen wenige oder kont-
roverse Daten beziglich der Effektivitat, des Wirkungsmechanismus inklusive Wech-
selwirkungen und des Risikoprofiles der Phytodstrogene vor. Die momentane Daten-
lage erlaubt keine abschliel3ende Aussage.

Das Ziel dieser vorliegenden Arbeit war es, im Brustgewebe der ovx Ratte, die als
etabliertes Modell in der Forschung Uber die Postmenopause gilt, molekularbiologi-
sche Effekte (=Genexpression) der Pflanzenextrakte Agnus castus, Belamcanda chi-
nensis und Silybum marianum, des SERM Raloxifen sowie 178 Ostradiol im Vergleich
zur Kontrollgruppe auf die RNA-Expression nachzuweisen. Dabei diente Ostrogen als
positive und Raloxifen als negative Kontrolle.

Zur Analyse fraglicher dstrogener Wirkungen wurde der Effekt der Testsubstanzen auf
die Ostrogenrezeptoren ER(o/B) auf m-RNA-Ebene mittels Genexpressionsstudien
(PCR) festgestellt. Zur Beantwortung der Frage nach moglichen proliferativen Effekten
auf Mammastrukturen wurde die Genexpression von PR-, IGF-1-, und VEGF-mRNA
mit der PCR-Methode quantifiziert. Die Bestimmung der Aromatse-mRNA Genexpres-
sion mittels PCR diente zur Beantwortung der Frage, ob die getesteten Pflanzenex-
trakte mdoglicherweise einen Einfluss auf die Biosynthese der Ostrogene ausiiben
kénnten. Dabei sollten als weitere Endpunkte neben der Genexpression auch der Ver-
gleich zwischen der beiden Applikationsformen p. g. und s. c. untersucht werden. Zu-
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sammenfassend kann Folgendes Uber die einzelnen Behandlungsgruppen gesagt
werden:

Die subcutane Behandlung mit E2 fuhrte erwartungsgemal (Fendrick et al. 1998) im
Gegensatz zu der per gavage Behandlung, zur einer signifikanten Down-Regulation
des ERa. Die Zufuhr von E2 per gavage, fihrte zu keinem signifikanten Effekt, vermut-
lich weil E2, wenn subcutan appliziert durch die Umgehung des First-pass-Effektes
eine deutlich bessere Bioverfugbarkeit besitzt als per gavage.

ERB-mRNA war mit den vorliegenden PCR-Untersuchungen unter subcutaner Ostro-
genbehandlung nicht nachweisbar. Gegenséatzliche Aussagen in der Literatur tber
haufiges ERB-Vorkommen in der Mamma sind vermutlich in spezies- und gewebsspe-
zifischem, oft beschriebenem Vorhandensein von mMRNA- und Protein-Splice-
Varianten begriindet (Palmieri et al. 2002, Dahlman-Wright et al. 2006). Die Behand-
lung der Tiere mit E2 per gavage zeigte bezulglich der ERB-Expression ahnlich wie der
Studie von Gallo et al. (2006), keinen Effekt. Glaeser et al (2006) konnten hingegen
durch E2 eine Up-Regulation der ERB-Expression nachweisen.

E2 subcutan fiihrte im Einklang mit der einschlagigen Literatur eine signifikante Erho-
hung der PR-Genexpression gegentuber der Kontrollgruppe. Kraus und Katzenellen-
bogen (1993) zeigten durch E2 im Uterus der ovx Ratte ebenfalls einen signifikanten
Anstieg der PR-Expression (Kraus und Katzenellenbogen 1993). Gallo et al. (2006)
bewiesen im Brustgewebe der ovx Ratte durch E2 eine Up-Regulation der PR-
Genexpression (Gallo et al. 2006). Die fehlende Wirkung des E2, wenn per gavage
gegeben, kann erneut durch die geringere Bioverfugbarkeit aufgrund der hohen First-
pass-Metabolisierung erklart werden.

Ahnlich wie die Arbeit von Suzuki et al. (2007) hatte eine E2-Behandlung keinen Effekt
auf die Genexpression von IGF-1 im Mammagewebe (Suzuki et al. 2007). Martin und
Stoica (2002) konnten hingegen eine E2-induzierte IGF-1-Genexpression Uber ERa
demonstrieren (Martin und Stoica 2002).

Der signifikant reduzierende Effekt des E2 auf die Genexpression von VEGF war nicht
im Einklang mit den meisten Studien, denn diese demonstrierten eine E2-induzierte
VEGF-Expression (Dardes et al. 2002, Navarro et al. 2003, Dai et al. 2009, Mueller et
al. 2000, Soares et al. 2002, Ruohola et al. 1999). Allerdings muss man hier erwéh-
nen, dass dieses Experiment im Gegensatz zu den o. g. Studien im normalen Brust-
gewebe der ovx Ratte durchgefihrt wurde. Es gibt in der Literatur auch Hinweise da-
rauf, dass die VEGF-Induktion durch E2 zelltypabhangig (Hovey et al. 2001) wére, und
dass auch andere bisher nicht bekannte Faktoren aul3er ER, bei der dstrogenen Ant-
wort eine Rolle spielen (Hyder 2002). Die Zell- und Spezies-abhangge VEGF-
Regulation durch E2 in der Brust, Gebarmutter und die Fluktuationen in Zelllinien von
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solchen Faktoren (Hyder 2002) kénnen die Diskrepanzen zwischen dem vorliegenden
Ergebnis und den anderen Ergebnissen erklaren.

Die per gavage Behandlung der Tiere mit E2 fuhrte zu einer signifikanten Up-
Regulation der Genexpression von Aromatase, wahrend die subcutane Gabe keinen
Einfluss zeigte. Es lasst sich schwer sagen, ob die Ergebnisse erwartungsgemal aus-
fielen, denn es gibt einerseits Studien, die eine E2-induzierte Up-Regulation der Aro-
matase-Genexpression in Endometriumzellen demonstrieren (Bukulmez et al. 2008),
andererseits liegen auch Beweise vor, dass E2 in Hirnanhangsdrisen von ovx Ratten
die Aromatase-Genexpression in Hirnanhangsdriisen downreguliert (Galmiche et al.
2006). Man konnte vermuten, dass E2 gewebespezifisch die Aromatase-
Genexpression reguliert.

Raloxifen zeigte in dieser Arbeit erwartungsgemalf keinen Einfluss auf die Expression
von ERB und PR (Glaeser et al. 2006, Bayram et al. 2005, Merkins et al. 2006, Na-
varro et al. 2003, Christodoulakos et al. 2004, Lam et al. 2004). Entgegen der Studie
von Glaeser et al. (2006) wurde die ERa-Expression durch Raloxifen signifikant redu-
ziert, allerdings nur als es s. c. appliziert wurde. Dies kdonnte durch die bessere Biover-
fugbarkeit aufgrund des fehlenden ,First-pass-Effektes” im Gegensatz zur p. g.-
Applikation erklart werden.

Bezuglich der Effekte von Raloxifen auf die IGF-1-Expression gibt es unterschiedliche
Daten. Es scheint, dass die IGF-1-Regulation vom menopausalen Status abhangig ist,
denn wahrend Torrisi et al. (2001) und Duschek et al. (2004) den signifikant reduzie-
renden Effekt des Raloxifens auf IGF-1-Konzentrationen in postmenopausalen Frauen
mit Brustkrebs zeigten (Torrisi et al. 2001, Duschek et al. 2004), bewiesen Eng-Wong
et al. (2003), dass Raloxifen in premenopausalen Frauen keinen Effekt auf die IGF-1-
Konzentrationen hat (Eng-Wong et al. 2003). Da dieser Versuch mit postmenopausa-
len Ratten durchgefuhrt wurde, war laut Studien von Torrisi et al. (2001) und Duschek
et al. (2004) der fehlende Effekt des Raloxifens auf die IGF-1-Genexpression nicht zu
erwarten.

Raloxifen hat in der vorliegenden Arbeit, unabhangig von der Applikationsform im Ge-
gensatz zu den meisten beschriebenen Studien (Merkins et al. 2006, Navarro et al.
2003, Christodoulakos et al. 2004), einen signifikant reduzierenden Einfluss auf die
VEGF-Genexpression. Dies ist wiinschenswert, wenn man die Rolle des VEGF bei der
Tumorangiogenese betrachtet.

Die Aromatase-Genexpression wurde von Raloxifen nicht signifikant beeinflusst.Wenn
man von der E2-induzierten Down-Regulation der Aromatase-mRNA-Expression
(Galmich et al. 2006) und der antiéstrogenen Wirkung von Raloxifen in der Brust aus-
geht (Dowsett et al. 2001, Glaeser et al. 2006), ware eine Up-Regulation der Aromata-

se-Genexpression zu erwarten. Leider gibt es wenige Studien Uber die Effekte des
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Raloxifens auf die Aromatase-Genexpression im Mammagewebe, so dass weitere
Aussagen diesbezuglich als schwierig erscheinen.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit drei Resultate erzielt: Die Experimente
fuhrten zu einem signifikanten Anstieg der Aromatase-Genexpression durch AC s. c.
und BC p. g. Zudem kam es einem signifikanten Abfall der VEGF-Genexpression
durch BC s. c. Daruber hinaus ergab sich ein fehlender signifikanter Effekt der unter-
suchten Pflanzenextrakte im Brustgewebe der ovx Ratten.

In zahlreichen Organen reguliert E2 auch die Gen- und Proteinexpression seiner eige-
nen Rezeptoren (Seidlova-Wuttke et al. 2003b). Entscheidende ahnliche Effekte wie
das E2, z. B. die Beeinflussung der ERa/B-, PR-, Aromatase-, VEGF- und IGF-1-
Aktivitat durch erhdhte Expression der Gene wurden nicht erzielt, da hier die Substan-
zen keine 6strogene Wirkung auf das Brustgewebe der ovx Ratte aufwiesen. In die-
sem Fall ware dies der Beweis dafir, dass das Risiko fur die Brustkrebsentstehung
nicht erhoht ist. Es gébe lediglich nur bei AC und BC Bedenken, da sie zu einem signi-
fikanten Anstieg der Aromatase-Genexpression fuhren. Allerdings spielt hier die Appli-
kationsform eine Rolle.

Im Allgemeinen lassen die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse den Schluss zu,
dass die hier untersuchten Pflanzenextrakte durchaus eine SERM-artige Wirkung be-
sitzen, da sie am Knochen eine erwiinschte Ostrogenagonistische, anabole (Metka
2001), an der Mamma bis auf wenige Ausnahmen (s. Genexpression von VEGF und
Aromatase) jedoch eine - ebenfalls erwiinschte - neutrale Wirkung zeigen.

Da die hier untersuchten Substanzen keine signifikanten Effekte auf die ERa/f Ex-
pression aufwiesen, konnte in der vorliegenden Arbeit keine Aussage daruber treffen,
Uber welchen der beiden Rezeptoren die Substanzen wirken. Fakt ist aber, dass die
untersuchten Substanzen keinen Einfluss auf die Genexpression von ERa/p haben.
Auch die Expression von IGF-1, welches als Mitogen bei der Entstehung von Brust-
krebs und anderen malignen Tumoren eine wichtige Rolle spielt, wird nicht beeinflusst.
In der vorliegenden Arbeit haben die untersuchten Substanzen, bezogen auf die IGF-1
Expression, keine negativen Effekte in der Brustdrise.

Die Expression des VEGF, ebenfalls wie IGF-1, ein Mitogen, welches bei der Entste-
hung von Tumoren bei der Angiogenese eine entscheidende Rolle spielt, wird durch
keine der Substanzen negativ beeinflusst. Dies ware ein Beweis fir den fehlenden
Einfluss der untersuchten Pflanzenextrakte auf eine mogliche Tumorangiogenese
durch VEGF. Somit gébe es in dem Fall keine Hinweise fir eine vermehrte Tumorent-
stehung durch die Substanzen.

AC s. c. und BC p. g. kbnnten uber einen signifikanten Anstieg der Aromatase-
Genexpression Auswirkungen auf die Biosynthese von Ostardiol haben. Hier gibt es
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beziiglich des Brustkrebsrisikos Bedenken, denn diese Substanzen kénnten Uber eine
erhohte Aromataseaktiviat zu vermehrter Ostrogensynthese und somit erhdhtem
Brustkrebsgefahr fuhren.

Wenn man von krebsfordernder oder -schitzender Wirkung der Phytodstrogene
spricht, sollte man beachten, dass entsprechend der aktuellen Datenlage dies nicht fur
alle Phytotstrogene und alle Applikationsarten gilt. AC p. g. und BC s. c. sowie die
anderen getesteten Substanzen fuhren nicht zu einer erhéhten Aromatase-
Genexpression, die aufgrund vermehrter E2-Synthese eine erhOohte E2-Aktivitat zur
Folge haben kdnnte. Dies stellt einen positiven Effekt dar.

Unter Berucksichtigung der Tatsache, dass die Effekte von BC und AC bezuglich der
Aromatase-Genexpression auf die Rattenmamma nicht haufig untersucht worden sind,
sind weitere Studien notwendig, um eine klare Aussage Uber diese Substanzen beziig-
lich der Brustkrebsrisikoerhéhung oder -minimierung zu treffen.

Zusammenfassend beeinflussen die untersuchten Pflanzenextrakte nicht entscheidend
die Expression der Wachstumsfaktoren IGF-1 und VEGF und fihren nicht zu einer
signifikanten erhéhten ERa/p und PR-Expression, unabhéngig davon, ob die Substan-
zen s.c. oder p. g. appliziert werden. Dies ware der Beweis, dass sie im Gegensatz zu
den Ostrogenen keine Effekte im Brustgewebe der ovx Ratte ausiiben. Die fehlende
Ostrogene Wirkung der Substanzen im Mammagewebe der Ratte wirde fir eine
SERM-artige Eigenschaft der Substanzen sprechen, denn wie bereits erwahnt, gibt es
Phytodstrogene, die eine 6strogene Wirkung in anderen Geweben (z. B. im Knochen)
ausliben (Metka 2001, Seidlova-Wuttke et al. 2003a). Aul3er der signifikant ansteigen-
den Wirkung von AC und BC auf die Gen-Expression von Aromatase, wenn per gava-
ge appliziert, Uben die Substanzen keine proliferativen, adversen Effekte auf das
Mammagewebe der ovx Ratte aus. Somit ware das Risiko fur die Brustkrebsentste-
hung in diesem Fall nicht erhdht. Abschlieend kann davon ausgegangen werden,
dass aufgrund der teilweise kontroversen Ergebnisse in der Literatur entsprechende
Schlusse nur mit Vorsicht gemacht werden durfen. Auf3erdem sollte hieriiber mehr
Forschungsarbeit betrieben werden, bevor einige dieser Substanzen als sichere Alter-
nativen fur eine Hormonersatztherapie ohne Effekt auf die Mamma klassifiziert werden
konnen.
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