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1  Zusammenfassung

Der klassische estrogene Signalweg lasst sich @ S8tufen unterteilen: Bindung des

Estrogens an den Estrogen Rezeptor (ER) (Stufgiddung des aktivierten Rezeptors an das
Estrogen Response Element (ERE) (Stufe 2) und #ektimg der Transkription verschiedener
Zielgene (Stufe 3).

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Frage, ole dier getesteten Verbindungen
agonistische oder antagonistische Wirkungen besi2& von Kuiper et al. [1,2] bestimmten

Bindungsaffinitaten beschreiben die erste Stufe estrogenen Wirkung, die Bindung der
Phytoestrogene an die Estrogen Rezeptaremd (3. Eine Bindung an den Rezeptor alleine
lasst allerdings keine Aussage zu, ob es sich wnisiische oder antagonistische Wirkungen
handelt. Hierfur ist wichtig, ob die Substanzen&tmkch in der Lage sind, die Bindung des
Rezeptors an das ERE zu aktivieren und anschlie@endExpression von Zielgenen zu

induzieren.

In dieser Arbeit wurde eine nicht-radioaktive EditiMessmethode etabliert, mit der sich die
zweite Stufe der estrogenen Wirkung, die Bindung ddtivierten ER an das ERE,

beschreiben lasst.

17B-Estradiol und die getesteten Verbindungen bewirkégne konzentrationsabhangige
Erhohung der Bindung beider Rezeptoren an das HEREAllgemeinen war 1{3-Estradiol
dabei wirksamer als die getesteten Phytoestrogesn@rgaben sich folgende Reihen fir die

Effektivitaten der getesteten Verbindungen:
Estrogen Rezeptora:

ICl 182,780 > 1PB-Estradiol > Coumestrol > Equol > Genistein >>CtMethylequol >

Daidzein = Ethyldaidzein = Matairesinol = Secoisiaesinol
Estrogen Rezeptorf:

Coumestrol > 1B-Estradiol > Genistein > Daidzein > Equol > @Methylequol >

Ethyldaidzein > Secoisolariciresinol > Matairesinol
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Insgesamt war zu beobachten, dass die getestetbintfengen den ERstarker aktivieren
als den ER. Diese Beobachtungen sowie die erhaltenen Reibeffektivitdten stehen in

Einklang mit den Ergebnissen von Kuiper et al.][1,2

Antagonistische Wirkungen sind mit dem hier etabdie Messsystem nur messbar, solange
sie bis zur zweiten Stufe auftreten. Treten sieaarsStufe der Genexpression auf, so sind fur

die Beschreibung weitere Methoden nétig.

Hierfur konnte im pS2-Assay fur die getesteten \fetbngen eine gute Korrelation zwischen
Induktion der Genexpression und Aktivierung des dpears festgestellt werden. Dies
bedeutet, dass letztlich die Affinitat der Substdiiz den Rezeptor die agonistische oder

antagonistische Wirkung bestimmit.

Im Falle des reinen Antagonisten ICI 182,780 konbé&zeits gezeigt werden, dass der
aktivierte Rezeptor nicht in der Lage ist, die ®lamption von Zielgenen zu induzieren
[126,129]. Mit dem hier etablierten Messsystem Kkenrine deutliche Aktivierung der
Bindung des ER an das ERE gezeigt werden, was die Vermutung tigistdass die

antagonistische Wirkung von ICI 182,780 auf der iHemg der Transkription von Zielgenen

beruht und nicht auf der Hemmung der Bindung dept®rs an das ERE.

Wahrend Daidzein den BRnicht aktiviert, ist dessen reduktiver Metabolgusel in der Lage,

eine deutliche Bindungserhéhung herbeizufiihren. cbudiese Metabolisierung kann
Daidzein also von einem spezifischen [E=Rktivator in einen Aktivator beider Rezeptoren
umgewandelt werden. Dies ist flir Menschen relewdiatin der Lage sind, Daidzein zu Equol

zu metabolisieren.

Durch die Messungen mit dem Zytosensor konnte geaeerden, dass die getesteten
Verbindungen keinen direkten Einfluss auf die meliabhe Aktivitdt von MCF-7 und
Caco-2 Zellen haben. Dies deutet darauf hin, dassadabole Wirkung eventuell durch

Beeinflusung der Genexpression erreicht wird.
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2 Einleitung

2.1 Allgemeines

In den letzten Jahren hat die Zahl der hormonbéelimdrebserkrankungen immer mehr
zugenommen [3,4]. So wird geschatzt, dass etwdeitel der auftretenden Krebsfélle auf

Hormonwirkungen zurtickgeftihrt werden kdnnen [5].

Zahlreiche epidemiologische Studien zeigen dewdligeographische Unterschiede in der
Haufigkeit und Ausbildung bestimmter hormonabhé&agidrebsarten wie Brust- und
Prostatakrebs [6]. Im Vergleich zu Amerika und Narmbpa ist die Haufigkeit derartiger
Erkrankungen in Asien deutlich niedriger [7-9]. Auind dieser Studien kann davon
ausgegangen werden, dass Umweltfaktoren, d. hinbest Nahrungsbestandteile, auf die

entsprechende Krebsentstehung und —entwicklundussihehmen.

Weitere epidemiologische Studien belegen dartbausin dass der Verzehr von
phytoestrogenreicher Nahrung, wie sie in traditil@measiatischen Gesellschaften stattfindet,
mit einem verminderten Risiko verknipft ist, ansgie sogenannten westlichen Krankheiten

zu erkranken [10].

Fur zahlreiche Phytoestrogene wurde bereits eit®gene oder antiestrogene Wirkung
gezeigt [11-14]. Einige phytoestrogenhaltige Sajdpkte haben aul3erdem bei chemisch
induziertem Krebs eine praventive Wirkung gezeld [

Im Fokus aktueller Untersuchungen stehen daher Miechanismen, nach denen

Phytoestrogene in die Entstehung und Entwicklunghso Krebsarten eingreifen kénnen.
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2.2 Kernrezeptor-Superfamilie

Hormonrezeptoren umfassen Membranrezeptoren wie. zl8n EGF-Rezeptor und
Kernrezeptoren, die im Zellkern lokalisiert sindurZKernrezeptor-Superfamilie gehdren
Steroidhormon, Thyroid, Retinoid und verschiedenerph@n Rezeptoren, deren
physiologische Liganden bisher weitestgehend unigksind [16-18]. Bis heute sind etwa
100 verschiedene Mitglieder der Kernrezeptor-Sugpeitfe bekannt [19]. Die

Steroidhormonrezeptoren (SHR) umfassen den Glukikkad Rezeptor, den

Mineralokortikoid Rezeptor, den Progesteron Rezepden Androgen Rezeptor und den
Estrogen Rezeptor. Ihre Liganden sind kleine lipepierbindungen, die Steroidhormone.
Diese spielen eine entscheidende Rolle bei der IRegu der Entwicklung und bei der
Homoostase und stimulieren Wachstum und Differenng ihrer Zielzellen [20]. lhre

Wirkung wird durch den jeweiligen SHR vermittelturiktionell kbnnen SHR daher als

liganden-induzierbare Transkriptionsfaktoren bestfam werden.

Die SHR haben, wie auch die anderen Mitglieder Hernrezeptor-Superfamilie eine
modulare Struktur, bestehen also aus funktiondllemanen [18,22,23]. In Abbildung 1 ist

der Aufbau eines SHR dargestellt.

Der Rezeptor besteht aus sechs funktionellen Dom@ad-). Die N-terminalen Domanen
(A/B) mit der ligandenunabhéangigen Aktivierungsftiok (AF-1) variieren unter den Steroid
Rezeptoren am meisten [24]. Die Domane C enth&ltDiNA-Bindungsdoméane (DBD), um
spezifische Bindungssequenzen in der DNA, sogogstresponsive Elemente (ERE), zu
erkennen. Sie besteht aus zwei Zinkfinger-Strukturdie in Kombination mit der
sogenannten P-Box die Bindung an das ERE ermdgliahd in Kombination mit der D-Box
zur Dimerisierung fihren [25]. In dieser Domane imadt sich aul3erdem ein
Kernlokalisierungssignal (NLS). Die D-Domane ist éer Bindung von co-regulatorischen
Proteinen beteiligt [26]. Die C-terminalen Domane® und F beinhalten die
Ligandenbindungsdoméane (LBD) und eine Region, dtkeagonistische Aktivitat von nicht-
steroidalen Antiestrogenen moduliert [27]. Die LBeinhaltet aufl3erdem die
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ligandenabhangige  Transkriptions-Aktivierungsfuaiti (AF-2) [28], die hsp90-
Bindungsregion  [29], ein  Kernlokalisierungssignal 30] und eine weitere

Dimerisierungsdoméne [31].

Doméane A/B C D E F
NH— AF-1 DBD LBD AF-2 —COOHK
Funktion  zell- und promotor-spezifische DNA- Liganden-
Transaktivierung Bindung bindung
+ +
Dimeri- ligandenab-
sierung hangige,
+ zell- und
NLS promotor-
spezifische

Transaktivierung
+

Dimerisierung
+

NLS

Abb. 1: Modularer Aufbau von Steroidhormonrezeptoren (H{adh).

2.3 Estrogen Rezeptorem und 8

2.3.1 Allgemeines

Nach der Entdeckung des Estrogen Rezeptors (EF§ W88 man der Ansicht, dass nur eine
Form des Rezeptors existiert [32,33]. Diese Forma\weute als Estrogen Rezepto(ERx)
bezeichnet. Allerdings wurde 1996 eine zweite Fdas Rezeptors in der Prostata von Ratten
[34] und in menschlichen Hoden [35] entdeckt. Didserm wird heute als Estrogen
Rezeptof3 (ERB) bezeichnet.



2 Einleitung 6

ERa und ERB haben eine hohe sequenzielle Homologie (>90%)en DBD und eine
geringere in der LBD (~60%). Der humane cERt ein aus 595 Aminosauren bestehendes
Protein mit einer hohen Interspezies-Homologie (88%n ERx der Maus) [36]. Der ER
kommt in zwei Varianten vor. Eine ,kurze* Variantegstehend aus 485 Aminosauren [37]
und eine ,lange*“ Variante, bestehend aus 530 Andinen [38-40]. Physiologisch kommt die
Jlange” Variante haufiger vor, allerdings scheirg keine entscheidenden funktionellen

Unterschiede zu geben [21].

Normale und neoplastische estrogene Zielgewebeaneigoen nicht nur den ER und/oder
ERB, sondern auch eine Vielzahl verschiedener mutiéitemen des Rezeptors [41-48]. Es
handelt sich dabei um Punktmutationen, Kirzungeth imsertionen im Rezeptormolekiil.
Manche dieser mutierter Formen werdeivivo stabil exprimiert, wodurch eine Relevanz im
estrogenen Signalweg vermutet wird. So konnte ahtrestrogen-responsiven Brusttumoren
eine verkirzte Form des Rezeptors nachgewiesereweks wird angenommen, dass ein in
dieser Art mutierter Rezeptor eine erhdhte Aktivitane Ligandenbindung zeigt und daher
verantwortlich fur das estrogen-unabhéangige Waaohstan Brusttumoren sein kdnnte [45].
Andererseits konnte auch nachgewiesen werden,dassrte Formen des ER eine erhdhte
ligandenabhangige Aktivitat besitzen konnen [4Q)fgkund dieser verschiedener Wirkungen
scheinen auch mutierte Formen des ER bei der Ekitwig und der Progression von

Tumoren eine entscheidende Rolle zu spielen.

2.3.2 Gewebeverteilung von E& und ERf3

Estrogene Zielgewebe sind dadurch definiert, dassfusktionelle ER exprimieren und
unterschiedliche Reaktionen nach dem Einfluss vorstrogenen zeigen. Die
Gewebeverteilung der ER charakterisiert das potdlezziel von Verbindungen, Agonisten

und/oder Antagonisten, die Uber den ER wirken.
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Tab. 1: Qualitative Gewebeverteilung von BERind ERB. Zusammengefasst sind bekannte
Daten aus Zellen und Geweben von Menschen, MausdrRatten. Die Daten beinhalten
RNA- und Proteinexpression (nach [21], Quellen3$150-60]).

Gewebe ERa ERB
Gehirn

Hypothalamus ++ +

Hypophyse +++ +
Thymus ++ ++
Herz-Kreislaufsystem ++ +
Lunge + +++
Brustdruse 44+ +
Leber ++ -
Niere +++ +
Blase + +++

Reproduktionsgewebe

Uterus 44+ +
Hoden +++ ++
Eierstocke ++++ 4+
Prostata ++ 4+
Knochen ++ ++

Der ERx wird besonders im Brustdrisengewebe, im Uterus imdlen Eierstocken
exprimiert, wahrend der HRvorwiegend in den Eierstocken und der Prostatioromt. In
etwas geringeren Mengen kommt derocEiR der Hypophyse, der Niere und den Hoden, der

ERpB in der Lunge und in der Blase vor.
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2.3.3 Endogene Estrogene

Die natdrlich vorkommenden Estrogenepiistradiol (E2), Estron (E1) und Estriol (E3)
(Abbildung 2) sind C18-Steroide, die von Cholestalmeleitet sind. Vorlaufermolekule, wie
z.B. Androstendion, werden durch die adrenale Dr@sé&retiert und konnen durch
Aromatisierung zu Estron metabolisiert werden. Biédaktion wird durch einen P450-

Aromatase-Monooxygenase-Enzymkomplex katalysidrf [2

Wahrend der Schwangerschaft produziert die Plazgofde Mengen an E2. Der Plasmalevel
an E2 betragt bei pramenopausalen, erwachsenererF2@-60 pg/ml (max. 700 pg/ml

wahrend des Menstruationszyklusses) und bei postpaersalen Frauen unter 20 pg/ml.
Auch Manner produzieren etwa 20 pg/ml E2. Bei ihmérd das Estrogen hauptsachlich
durch Aromatisierung von Androstendion (Uber Estron peripheren Geweben gebildet.

Estron wird durch die I¥Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu E2 metabolisttt.

OH OH O

OH

HO HO HO

17B-Estradiol (E2) Estriol (E3) Estrion (E1)

Abb. 2: Naturlich vorkommende Estrogene.

Estron und Estradiol werden, wie auch exogene gstr®, Uber das Blutsystem zu ihren
Zielzellen transportiert. Da Estrogene wasserumidskind, werden sie mit einer hohen
Affinitat an das Sex-Hormon-bindende Globulin (SH§&bunden, um im Blutsystem trans-

portiert werden zu kdnnen. Mit einer geringereniitét binden sie auch an Albumin [62].
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Nur freies Estrogen kann durch Diffusion aufgruether Lipophilie durch die Membran in
die Zelle gelangen. Daher ist nicht der PlasmalameGesamtestrogen, sondern nur der freie,
ungebundene Anteil an Estrogen fur die spezifistélantwort entscheidend. Dieser betragt
etwa 2-3% [62]. Das Ausmald der Zellantwort handteda@om Gehalt an ERund ERB ab.

Die Mechanismen der ER-Signaltransduktion scheaedei bei ER und ERB identisch zu

sein.

2.3.4 Mechanismus der ER-vermittelten Signaltransaktion

In Abbildung 3 ist der klassische Mechanismus d&ogenen Signaltransduktion dargestellt.

bindendes Protein

e e e — — Zellmembran
—_— = = = - — — — = = =
—_ = = =
= ==
7 A
e e Kernmembran
/z” ~\\
Vs N
Co-Aktivator basaler
Transkriptions-

Estrogen apparat

O
ER| [ER olo Transkription
O O ER|ER

Estrogen Rezeptoren o D
hsp90

Abb. 3: Mechanismus der ER-vermittelten Signaltransduktion
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Der ER ist im Kern lokalisiert und kommt in seineaktiven Form gebunden an verschiedene
Chaperone, wie z.B. das Hitzschock-Protein hsp90 #s wird vermutet, dass Steroid
Rezeptoren einen sog. Chaperon-Zyklus durchlaufehletztlich in einem reifen Komplex
vorliegen. Der Rezeptor ist in seiner Hormonbindskagnformation im Komplex stabilisiert,

aus dem er spontan abgeltst werden kann [63].

Der freie Rezeptor kann dann Estrogene in einerdpftbbe Tasche der LBD binden. Durch
die Konformationsédnderung in der LBD kommt es sdMich zur Initialisierung der
Aktivierungsfunktion AF-2 [64,65]. Katzenellenbogen al. [66] haben gezeigt, dass LBD

und AF-2 zwei unterschiedliche Strukturen sind,idider gleichen Domane lokalisiert sind.

Die Dimerisierung des Rezeptors ist abhangig vatitmenten Regionen in den Domanen C
und E. Der ER bindet tber die DBD an eine speziBs€equenz der DNA, das ERE. Das
ERE besteht aus einer invers wiederholten Abfolge sechs Basen die durch drei Basen
voneinander getrennt sind (Abbildung 4) [18,22]e DViederholung ermdglicht die Bindung
eines ER-Dimers. Die DBD enthalt zwei Zinkfingerimet in denen das Zink durch vier
Cysteine komplexiert wird. Ein Motiv ist verantwiich fir Bindung und Unterscheidung der
DNA-Basen des ERE [22,67], wahrend das zweite Mativ Dimerisierung beitragt [23].
Alle drei mdglichen ER-Dimere (EKRERa, ERB/ERB, ERA/ERB) binden aufgrund ihrer
Homologie in der DBD an dieselbe Sequenz der DN&16]. Jedes mdgliche Dimer ist in
der Lage, die Genexpression zu induzieren, wob§l-HBmodimere weniger aktiv als ER-

Heterodimere zu sein scheinen.

...AGG TCA nnnTGA CCT ...

Abb. 4: Allgemeine Sequenz des Estrogen Response EleniERS). n steht dabei fur

beliebige Basen.

Verschiedene Publikationen deuten darauf hin, dissAF-1 als ligandenunabhangiger
Transkriptionsaktivator fungiert, abhangig vom uaklten Zusammenhang und dem
Promotor, wéhrend die AF-2 ligandenabhé&ngig zu sefeint [71-73].
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Beide Aktivierungsfunktionen kénnen die Genexpmssinduzieren. Volle agonistische

Aktivitat erfordert aber beide Aktivierungsfunktiem[74].

Neben dem klassischen Modell fur die ER-vermitteéBignaltransduktion werden noch
weitere Modelle diskutiert.

Im sogenannten ,nicht-klassischen” Modell kommizasiner Bindung des Liganden an den
ER und anschlieBend zur Bindung an weitere Traps@risfaktoren (z.B. AP-1, Spl,
NF-kB), die wiederum an die DNA binden und die Transtoin aktivieren kénnen [75-78].
Damit kann die Transkription von Genen reguliertades, die kein ERE beinhalten, sondern
Erkennungssequenzen fiur die jeweiligen Transkmgsfiaktoren. Dieses Modell der
ligandenabhangigen ER-Aktivierung durch Proteint®iro Wechselwirkungen wére eine
Erklarung fur die zelltypabhéngige ER-Aktivitatleatlings basieren die meisten Erkenntnisse

aufin vitro Beobachtungen, wahremdvivo Ergebnisse noch ausstehen [79].

Schlief3lich wird noch eine ligandenunabhangige Vi&tung der Transkription durch den ER
diskutiert. Dabei erfolgt die Aktivierung des ERrdu Phosphorylierungen verschiedener
Serin- und Tyrosingruppen in den AF-1 und AF-2 Daeté Diese kbnnen durch Signalwege
induziert werden, die durch Wachstumsfaktor-Rezgeptowie den EGF-, IGF- und Insulin-
Rezeptor vermittelt werden. Die Phosphorylierungibd eine estrogene oder antiestrogene
Wirkung, reguliert die Dimerisierung und moduliedte Assoziation mit Co-Regulator-
Proteinen, abhéngig von der Stelle der Phosphouyige [80]. Der ER widerum reguliert die
Transkription von Genen, die fur die Wachstumsfaktktivitat wichtig sind, wodurch eine
komplexe Vernetzung zwischen den Signalwegen drtsté/eitere Molekile, die die
ligandenunabh&ngige Aktivierung des ER bewirkemd SIAMP [81], Dopamin [82] und der
Phosphatase-Inhibitor Vanadat [83]. Neben den Wantsfaktoren kann auch Cyclin D1 den
ER ohne Phosphorylierung aktivieren [84].
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2.3.5 Modulierende Faktoren

Nach der Bindung eines Liganden nimmt das ER-Diemee bestimmte Konformation an und
bindet an das ERE. Durch Analyse von Kristallstuoéh der gebundenen BERund ERB
konnte die Funktionsweise genauer beschrieben wej@i$85-88]. Die LBD besteht aus
zwolf a-Helices (H1-H12), von denen funf eine hydropholzesche bilden. Nach Bindung
eines Estrogens kommt es zu einer Konformationsande wobei sich die relative
Orientierung der H12 andert [89]. Diese fungiefb@iaals eine Art Deckel und stabilisiert die
Bindung des Estrogens [64,85]. Das Ausmald der Kordtonsanderung hangt vom
Ligandentyp ab [87]. Es konnte gezeigt werden, diieselbe Helix eine Rezeptor-Co-
Aktivator Interaktion vermittelt. Dies lasst daras€hlieRen, dass die ligandenabhéangige
Konformationsanderung verschiedene Cofaktoren Hasst, damit also die Transkriptions-

aktivitat des Rezeptors moduliert [90].

Die Transkription von ER-regulierten Genen erfoflyirch AF-1 und AF-2, die entweder
unabhangig voneinander oder synergistisch funldiem, abhangig vom jeweiligen zelluléaren
Kontext. Es wurde gezeigt, dass beide mit unteesitithen Komponenten des basalen
Transkriptionsapparates (BTA) interagieren konrigl],[die zellspezifische Agonisten- oder
Antagonistenfunktionen von Antiestrogenen moduhef®2] und Steroid Rezeptor co-
aktivierende Proteine, wie SRC-1, TIFla, RIP140 GRIP-1, binden kénnen [93-100]. Das
CBP/p300 scheint ein essenzieller Co-Aktivator fas SRC-1 und den BTA zu sein
[101,102]. Vor kurzem wurde auch ein RNA-Molekidenkt, das als Co-Aktivator fungiert
(Steroid Rezeptor RNA Aktivator, SRA). Es scheiimt gelektiver Aktivator des Progesteron

Rezeptors zu sein, indem es die Genaktivierung dileex-terminale AF-1 vermittelt [103].

Neben Co-Aktivatoren sind auch Co-Repressoren bed04,105]. Dazu gehéren in erster
Linie die Proteine SMRT und NCoR [106]. 1999 wuka® Montano et al. [107] das Protein
REA (Repressor of ER activity) entdeckt, welchesder Lage ist, die Aktivierung durch
SRC-1 umzukehren.
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Die Interaktion mit den Co-Aktivatoren ist also Wiig fur die Genaktivierung, wahrend die

Interaktion mit Co-Repressoren fir die Hemmung@enexpression entscheidend ist.

Das ERE selbst ist ein weiterer modulierender Fakiio die ER-Wirkung. Neben der
bekannten Struktur fur das ERE bindet der ER auctemht veranderte DNA-Strukturen,
sogenannte imperfekte Palindrome [108]. Davon smedhrere funktionelle Varianten
bekannt, die in verschiedenen Zelltypen mit veeddnen Genpromotoren vorkommen
[109,110]. Allerdings resultiert das Vorhandenseines ERE und von Co-Faktoren alleine
nicht zwingend in einer ER-Genregulation. Die régyeinden Sequenzen der DNA sind in das
Chromatin gepackt, wodurch die Zuganglichkeit deREEund der Genpromotoren

eingeschréankt sein kann [108].

2.3.6 ER-regulierte Gene

Zu den Estrogen-regulierten Genen gehort eine grdigdalt, von denen viele noch
unbekannte Funktionen mit unbekannter Relevanzrhdbeispiele fur bekannte Gene sind
SHR (z.B. Progesteron Rezeptor), Interleukin-4 Reme Wachstumsfaktoren (EGF, IGF),
Wachstumsfaktor Rezeptoren (z.B. EGF Rezeptor), hépain D (wichtig fur
Tumormetastasen), Proto-Onkogene (c-myc, c-fosig-jwnd Zellzyklus-regulierende
Proteine (z.B. Cyclin D1) [111-118].

Im Allgemeinen filhren Estrogene zu einer HochregpiaZellzyklus-férdernder Faktoren,
wie Proto-Onkogene und Cyclin D1. Die beobachtetétogenen Effekte von estrogenen
Verbindungen sind offensichtlich darauf zurtickzu&ih Die Beobachtung, dass Estrogen-
regulierte Gene in Brustkrebszellen haufig Ubernexjgrt werden, unterstitzt die Auffassung,
dass die Aktivierung des ER ein kritischer Schmittler Tumorprogression ist.

Die Genregulation ist allerdings abhangig vom zatken Kontext. Dies wird deutlich an den
gewebeabhangigen Induktionen/Hemmungen von speziis Genen [119,120]. Im Herz
fuhren Estrogene zu positiven Wirkungen, indem \a@eschiedene Gene, wie z.B. NO-
Synthase und Myosin, induzieren [120]. In Knochéhrén Estrogene zu einer gesteigerten
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Zellproliferation von Osteoblasten, die abhangigwifferenzierungsstadium der Zellen, der
Knochenmatrix-Protein-Synthese (z.B. Kollagen, Alche Phosphatase) und von
Wachstumsfaktoren (TGd IGF) ist. Dies fuhrt zu einer gesteigerten Knadhstigkeit
[119].

2.3.7 Agonisten und Antagonisten

Substanzen, die an den ER binden und eine ER-vel@itAntwort bewirken, werden
Estrogene/Agonisten genannt. Klassisch sind ERguontisten oder Antiestrogene
Substanzen, die die ER-Wirkung hemmen oder vernmdgie estrogene Wirkung ist aber
nicht nur abhangig vom Liganden, sondern auch veltalaren und genetischen Kontext. So
wirkt z.B. das Medikament Tamoxifen (Behandlung vBrustkrebs) im Uterus und im
Knochen als Agonist, wahrend es im Brustgewebeganiatisch wirkt. Daher wurde der
Begriff ,Selektive Estrogen Rezeptor ModulatoreBERM) kreiert [121]. Eine Vielzahl von
natlrlichen oder industriellen Chemikalien und nattien Verbindungen (Phytoestrogene)
besitzen estrogene oder endokrine Wirkungen. Fésediwird der Begriff ,endocrine
Disruptors” verwendet [3,4]. Alle diese Verbindungeeigen keine einheitliche, sondern eine
gemischte estrogene/antiestrogene Wirkung. Da diegotenziell positiven Wirkungen
fuhren kann, wurde der Begriff ,endocrine activen@mund” (EAC) eingefihrt [122].

Synthetische Estrogene, die als Medikamente eitggeserden, sind Diethylstilbestrol (DES)
und Ethinylestradiol. Tamoxifen ist eines der anstbe untersuchten SERM und wird
aufgrund seiner antagonistischer Effekte in der rdpie von Brustkrebs verwendet.
Mittlerweile wird es auch aufgrund seiner agonidter Effekte bei der Behandlung von
Osteoporose eingesetzt [123-126]. Eine andere &lsissl die puren Antagonisten, wie z.B.
das ICI 182,780 [127-129].
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In Abbildung 5 sind einige Beispiele dargestellt.

OH o T

\ O
Diethylstilbestrol
OH

O
I
HO (CH2)3—S—(CHy)3—CF2CF3

IC1 182,780

HO

Tamoxifen

Abb. 5: Beispiele fur synthetische Substanzen mit estreigeder antiestrogener Aktivitat.

An industriellen Chemikalien gibt es eine Reihe \Bispielen, die sowohh vitro (ER-
Bindung, Gentranskription) als augh vivo (Uterotrophie) estrogene oder antiestrogene
Wirkungen zeigen. Dazu gehdéren phenolische Verligdn, Organochlorverbindungen und
Phthalate [130-132]. Detergenzien (z.B. Alkylphe)ptas Kunststoffmonomer Bisphenol A
und Pestizide, wie o,p’-DDT, Dieldrin und Methoxyah zeigtenin vitro und in vivo
estrogene Wirkungen [2,133-135] Weitere Beispi@hel polychlorierte Biphenyle und ihre
Hydroxyderivate.

Meist wird von einer Verbindung nur eine bestimMtekung (z.B. Zellproliferation oder die
Bindung an den Rezeptor) gemessen. Es muss zabdteliticksichtigt werden, dass es durch
den Metabolismus zu einer Aktivierung oder Deaktivhg der Wirkung kommen kann.
Beispiel ist das SERM Tamoxifen, das in Tieren ukBnschen hauptséchlich zu
N-Desmethyltamoxifen metabolisiert wird, welcheslidhe estrogene Eigenschaften wie
Tamoxifen selbst hat. Ein weiterer Metabolit isHgdroxytamoxifen (OHT), das wesentlich
starker an den ER bindet [136].
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Die Bindung eines Liganden an den ER resultienveder in einer Aktivierung (Agonismus)
oder in einer Hemmung der ER-Wirkung (Antagonismaghangig vom Promotor und dem
zellularen Kontext. Da bekannt ist, dass Verbindumgie Tamoxifen selektiv in Geweben
wirken (Agonist im Uterus und Antagonist im Brusigbe), ist es schwierig, estrogene und
antiestrogene Wirkungen anhand der Ligandenstruktur unterscheiden. Allerdings
unterscheiden sich steroidale Estrogene von SERMddy Konformationsanderung des ER
nach der Bindung. Diese fuhrt normalerweise zu relenformationséanderung, bei der
zusatzlich noch Co-Aktivatoren wie z.B. GRIP-1 ndkénnen. Grol3e Liganden, wie z.B.
OHT bendétigen mehr Platz, wodurch es zu einer vaege Struktur der LBD kommt. Dies
fuhrt dazu, dass GRIP-1 nicht mehr binden kann,unddes zu keiner Aktivierung der AF-2
kommt. Dies scheint der Grund fir die antiestrog@fikung von OHT im Brustgewebe zu
sein [73]. Im Uterus konnten Chambon et al. [734per, dass OHT als Agonist Uber eine

Aktivierung der AF-1 wirken kann.

Volle agonistische Wirkung ist also nur moglich,nmeAF-1 und AF-2 iniziiert werden. Wird
nur die ligandenunabhéngige AF-1 iniziiert, so kaes, abhangig vom ERE und der
Anwesenheit von Co-Faktoren, trotzdem zu agoniséisc Effekten kommen. Dagegen
verhindern komplette Antagonisten wie das IClI 18Q,7jegliche Aktivierung Uber
AF-1 oder AF-2.

2.4 Phytoestrogene

2.4.1 Definition

Phytoestrogene sind sekundare Pflanzeninhaltsstaff@strogener Wirkung. Sie kénnen in
drei Hauptgruppen eingeteilt werden. Isoflavone,uf@estane und Lighane. Es sind
diphenolische Substanzen mit einer strukturellemlidhkeit zu natirlichen Estrogenen. In
Abbildung 6 sind einige Vertreter der Phytoestragdargestellt.
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Daidzein

Coumestrol Equol (R=0OH),
4'-O-Methylequol (R=0CH)

0
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H3sCO CH,OH H3sCO
@ O T

HO CH,OH HO
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OH OH

Secoisolariciresinol Matairesinol

Abb. 6: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendetédrytBestrogene.

2.4.2 Vorkommen und Bioverfugbarkeit

Sojabohnen und Sojaprodukte sind die hauptsachlidoénahmequellen fur Isoflavone [137,

138,139]. Die wichtigsten Isoflavone sind GenisteiDaidzein und Glycitein. Diese
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kommen in der Pflanze vorwiegend in glykosidiscliougelener Form vor. Der Gehalt an

Isoflavonen in Sojabohnen betragt 1,2 - 4,2 mglcKengewicht [139].

Die uber die Nahrung aufgenommenen Glykoside wedieoh die bakterielle Darmflora in

die estrogen aktiven Aglykone und die entsprecherfleckerreste gespalten [140]. Da nur
die Aglykone, nicht aber die Glykoside als solclstragene Wirkung besitzen, ist dieser
intestinale Metabolismus von entscheidender Bedagutkin weiteres Abbauprodukt ist der

reduktive Daidzein-Metabolit Equol.

Coumestrol kommt hauptséchlich in Klee und Alfalfar. Der Gehalt betragt 5,6 bzw.

0,7 mg/g Trockengewicht [141].

Lignane kommen vorwiegend in Olsaaten, wie Leinsamer. Dort werden Gehalte von
0,8 mg Secoisolariciresinol/g Trockengewicht eiteifl42]. Durch die Darmflora werden
Lignane hauptsachlich zu Enterolacton und Entet@tigebaut [143].

Die durch Resorption erreichbaren Plasmakonzeatrati von Isoflavonen variieren stark in
Abhangigkeit von der zugefuhrten Nahrung. Bei japamen Mannern wurde eine bis zu
110-fach hoéhere Plasmakonzentration von Isoflavapemessen als in einer entsprechend
ausgewahlten Gruppe finnischer Manner. Sie erreightEinzelfallen Konzentrationen von
2,4 uM (600 ng/ml) [144]. Hochste Plasmakonzerdregn von Phytoestrogenen konnten
4 - 8 h nach der Nahrungsaufnahme beobachtet welieralle von Daidzein und Genistein
wurde der Grof3teil der aufgenommenen Menge innerhddr ersten 24 h wieder

ausgeschieden [145].

2.4.3 Physiologische Wirkungen

Fur Phytoestrogene werden verschiedene physiologidérkungen diskutiert.

Zum einen kénnen sie aufgrund ihrer strukturellegeBschaften die Funktion der naturlichen

Steroidhormone imitieren. Dies kann entweder durcirekte Interaktion mit
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dem Hormonrezeptor geschehen, oder durch Interakitiot hormonmetabolisierenden

Schlisselenzymen (z.B. Aromatase [146], Hydroxgstedehydrogenasen [147,148]), wobei
die lokale Hormonkonzentration beeinflusst wird.deiden Fallen kdnnen Phytoestrogene
agonistische oder antagonistische Effekte auslésen.

In vitro Experimente hinsichtlich der Bindungsaffinitat balgezeigt, dass Phytoestrogene an
den Estrogen Rezeptor binden kdnnen. Dies geschlikgntings mit einer im Vergleich zu
17B-Estradiol um mehrere Zehnerpotenzen geringeremitift [149]. Zum ER konnten
dabei etwas hohere Bindungsaffinitaten als zuma EBReobachtet werden. So zeigte
beispielsweise Genistein fir den [ERne 20-fach hohere Affinitat als fir den &R2].
Aufgrund der hoheren Bindungsaffinitdt zum [ERwird davon ausgegangen, dass
Phytoestrogene ihre estrogene oder antiestrogenkuligi Gber diesen ER vermitteln [150].
Da die Gewebeverteilung von BRund ERB unterschiedlich ist (s. Tab. 1), haben
Phytoestrogene auf unterschiedliche Gewebe verdhistarke Wirkungen [1,151].

Zum anderen besitzen Phytoestrogene auch eine-hochiionelle Aktivitat. Es konnte fur
Phytoestrogene eine antiproliferative Wirkung auimiane Krebszelllinien festgestellt
werden. Da diese aber sowohl in ER-positiven athan ER-negativen Zelllinien auftraten,
liegt die Vermutung nahe, dass diese antikanzeerg®dirkungen nicht ER-vermittelt sind.
So konnte z.B. gezeigt werden, dass Genisteinngiibbitor von Tyrosinkinasen ist [152]. Des
weiteren konnten Wechselwirkungen mit der Topoisase || und Enzymen des

Phosphatidylinositolmetabolismus nachgewiesen weft&3].

Neben den genannten Wirkungen konnte fiir Isoflav@ne deutliche antioxidative Wirkung
gezeigt werden. So konnen Isoflavone die oxidatMedifikation von LDL durch
Makrophagen verhindern [154], die Resistenz von LBé&genidber Oxidation erhdhen
[155,156] und antioxidative Wirkungen in waRrigemilidi zeigen [157,158]. Diese
Wirkungen werden auf die Fahigkeit von Isoflavorzentickgefiihrt, freie Radikale abfangen
zu kénnen [159].
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2.5 Methoden der Interaktionsanalyse

2.5.1 Allgemeines

Die Interaktion zwischen zwei Molekulen stellt inef@ich der Biochemie, Molekularbiologie
und Zellbiologie einen entscheidenden Teil dar.eJ&dlle besitzt tausende verschiedener
Proteine, die spezifische Funktionen haben. Diaggttonen erreichen sie durch Reaktion
oder Interaktion mit anderen Molekilen, z.B. mitlaren Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten
oder Nukleinsduren. Um also die Funktionen derdtnetin der Zelle oder im Metabolismus
verstehen zu konnen, ist eine genaue Analyse dech¥éevirkung der Proteine mit

entsprechenden Molekulen notwendig [160].

In vitro lassen sich Ublicherweise nur Ein-Schritt-Realdiorewischen zwei Molekilen
nachstellen. In einer Zelle handelt es sich abemmaterweise um ein dynamisches
Gleichgewicht, was eine Messung und Analyse didsi@raktion in Echtzeit erforderlich

macht.

Es war bis vor kurzem sehr schwierig, solche Wdahdaingen auf einer Echtzeit-Basis mit
den gangigen biochemischen und biophysikalischethddien zu messen. Im Folgenden ist
ein kurzer Uberblick Uiber die bisher gangigen Md#hofiir die Untersuchung der Interaktion

zweier Molekile dargestellt.

2.5.2 Uberblick tiber die Methoden der Interaktionsinalyse

Affinitdtschromatographie

Dieser Methode liegt die Affinitdt zweier Molekiiieinander zugrunde. So kann z.B. ein
Zelllysat Uber eine Saule, an die ein spezifisdhetikorper gebunden ist, gegeben werden.

Dadurch binden Proteine, gegen die der Antikorpeichtet ist, an die Saule und kdnnen
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anschlielend durch ein geeignetes Elutionsmittetar von der Sdule abgeldst werden. So
konnen entweder spezifische Wechselwirkungen naciegen, oder Proteine aufgereinigt

werden.

Zu dieser Methode gehdort auch der fir die Messw@ndgthdungsaffinitdt von Estrogenen fir
den Estrogen Rezeptor verwendete KompetitionsaBsyei wird der Rezeptor an eine Saule
gebunden. AnschlieBend wird eine definierte Menge eadioaktiv markiertem
17B-[*H]-Estradiol mit einer definierten Menge an Testtahz gemischt und (iber die Saule
gegeben. Nach dem Waschen werden die gebundenandeig eluiert und die Radioaktivitat
bestimmt. Je geringer nun die Radioaktivitat isstd besser war die getestete Substanz in der
Lage, mit 1B-[*H]-Estradiol um eine Bindung an den Rezeptor zukkorieren. Die
Nachteile der Methode sind offensichtlich: Es werdaim einen radioaktive Substanzen
verwendet, zum anderen sagt die Bindung eines Hggaan den Rezeptor alleine nichts tber
die biologische Wirkung aus, da selbst antiestrogeksame Substanzen gut an den Rezeptor
binden kdnnen. Dartberhinaus dauert die Messungubzsvei Tage [161, 160].

Immunprazipitation

Diese Methode wird hauptsachlich zum Nachweis vaeréktionen verwendet. Dabei bindet
ein geeigneter Antikdrper an ein Protein. Untertib@aten Umstadnden kommt es zu einer
Vernetzung der Protein/Antikbrper-Aggregate untemader, wodurch eine deutliche

Prazipitation des entstehenden Netzwerks auftsttdie Bindung des Antikoérpers an das
Protein nicht stark genug, kann durch Zugabe engenannten Crosslinkers die Vernetzung
der Proteine erreicht werden. Aufgrund der Speitifkann auch ein Zelllysat verwendet

werden [160].
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Chromatografische Methoden

Dazu gehoren Gelfiltrationschromatographie, Dictdadgentzentrifugation und die nicht-
denaturierende Elektrophorese. Durch die Interakitweier Molekule kann das entstehende
Aggregat von den Einzelsubstanzen durch die o.gthddien getrennt werden. Bei der
Gelfiltration andert sich der Partitionskoeffizientbei der Elektrophorese die
elektrophoretische Mobilitat im Vergleich zu dennElsubstanzen. Diese Methode wird

besonders bei schwachen Interaktionen verwend6}.[16

Far Western Methoden

Bei diesen Methoden werden Proteine aus Zelllysakektrophoretisch voneinander getrennt
und auf Membranen geblottet. Die Membranen werdemadnit einer Losung inkubiert, die
den Liganden enthalt. Die Bindung des Liganden am Rrotein kann z.B. durch
Immunfarbung, also Bindung eines spezifischen, meadn Antikdrpers nachgewiesen
werden. Diese Methode wird hauptsachlich zur Deiektler Bindung von unbekannten

Proteinen verwendet.

Eine Variante dieser Methode ist der sogenannte SBi#l-Assay, der vorwiegend zum
Nachweis von Bindungen an die DNA verwendet wirderHvird ein markierter Abschnitt

der DNA mit einem Protein inkubiert und anschlie®eslektrophoretisch unter nicht-
denaturierenden Bedingungen untersucht. Durch dreduBg eines Proteins sinkt die
elektrophoretische Mobilitat der DNA im Vergleicluirznicht-inkubierten DNA. Dies lasst
darauf schlie3en, dass das untersuchte Proteiifispezan die DNA-Sequenz binden kann
[160].

Optische Mel3methoden

Wenn die Bindung eines Molekiils an ein anderes ndiéungen des Absorptionsspektrums
oder eine Tribung hervorruft, lasst sich die Birglim Echtzeit verfolgen. Der Nachtell ist,

dass die verwendeten Substanzen in sehr reiner Vantiragen missen.
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Eine Abwandlung dieser Methode ist die Beobachtuley Veranderung funktioneller
Eigenschaften durch die Bindung, wie z.B. der eratysuhen Aktivitat [160].

Genexpressionsmethoden

Eine weitere Methode, um die Bindung von zwei HAna&e zu untersuchen ist die
Genexpressionsmethode. Hierbei wird die cDNA efPredeins in die DNA-Bindungsdoméne
desGAL4 Gens eingefiihrt. Die cDNA eines weiteren Proteiird in die Aktivator-Domane
desselben Gens fusioniert. Beide Konstrukte wendétefezellen co-transfiziert. Binden nun
die beiden Proteine aneinander, so kommt es zur ggeeneinsamen Stimulation der
Expression eines Reportergens, das @G#h4 Promotor nachgeschaltet ist. Als Reportergen
werden haufigHIS3 und lacZ verwendet. Mit Hilfe dieser Methode kdnnen auclhrse
schwache Wechselwirkungen nachgewiesen werden,ivadibedings keine Aussagen uber
die Kinetik der Interaktion méglich sind [160].

2.6 Biacore Technologie

Bis auf die optischen Messmethoden ist keine dendieschriebenen Methoden geeignet, um
Wechselwirkungen in Echtzeit zu messen. Die Biadaehnologie ist eine neue Methode,
die das sogenannte Surface Plasmon Resonance SRIRpmen verwendet, um dies zu
erreichen. Sie ermoglicht durch einen grofR3en Teibhatomatisierten Vorgangen ein hohes
Mald an Reproduzierbarkeit und dadurch eine genaastirBmung von Assoziations- und
Dissoziationskonstanten. Weitere Vorteile sind,sdasr geringe Mengen an Ligand bendtigt
werden, die Messungen in einer sehr kurzen Zethdyafuhrt werden kénnen und dass keine
Markierung der beteiligten Molekule notwendig Bte Methode kann verwendet werden, um
das Verhalten einer Vielzahl von Molekilen, wie .zAoteinen, Kohlenhydraten, Lipiden
und Nukleotiden zu untersuchen. Dabei missen didekile nicht in aufgereinigter Form
vorliegen, sondern kdénnen auch in Form von Zeltsaoder Plasmaproben verwendet

werden. Auch geféarbte und tribe Loésungen kdnneregsem werden [160-163].
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3 Fragestellung

Phytoestrogene sind sekundare Pflanzeninhaltsstaffe aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeit zu weiblichen Sexualhormonen (z.B. BiHstradiol) deren Wirkungen
beeinflussen konnen. Dies fihrte zu der Vermutudgss sie moglicherweise einen
protektiven Einfluss auf die Entstehung von Krehshormonregulierten Geweben, wie
Prostata oder Brust haben. Ein entscheidendertSdariHormonwirkung in diesen Geweben
ist die Bindung von 1F-Estradiol an den Estrogen Rezeptor, wodurch diembpelle
Signaltransduktion eingeleitet wird. Der Rezeptioidbt nach der Aktivierung im Zellkern an
eine spezifische Sequenz der DNA, das EstrogendRespElement (ERE), wodurch es zur
Expression verschiedener Zielgene kommt.

In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werdemlaten Einfluss diverse Phytoestrogene auf
die Bindung des Estrogen Rezeptors an das ERE habendies zu klaren, wurde eine
Messmethode etabliert, die auf der sogenanntendbekularen Interaktionsanalyse (Biacore-
Technologie) zur Messung der Interaktion zweier @kdle beruht. Es sind anschlie3end
Aussagen Uuber die Effektivitat der Aktivierung dé&ezeptors durch das jeweilige

Phytoestrogen maoglich.

Da eine Aktivierung des Rezeptors alleine keinesaage Uber die biologische Wirkung der
getesteten Verbindungen zuldsst (Agonist/Antagpmistirde dartberhinaus der Effekt von
Phytoestrogenen auf der Ebene der Genexpressioesgem Dazu wurde der pS2-Assay
verwendet, bei dem der Einfluss von Phytoestrogesugindie Expression des estrogen-

sensitiven pS2-Gens in Brustkrebszellen (MCF-7efglgemessen wird.

Um abschlieBend eine Aussage darUber treffen zundmnob neben der Induktion der
Genexpression durch Phytoestrogene auch ein es#rodeinfluss auf die metabolische

Aktivitat vorhanden ist, wurden Messungen mit ein&tosensor durchgefuhrt.

Durch die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versucswlten letztlich die molekularen
Mechanismen der estrogenen oder antiestrogenenuldgirkler getesteten Phytoestrogene

untersucht werden.
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4 Material und Methoden

Eine Auflistung von allen eingesetzten Chemikaliamd Lésungen und deren

Konzentrationen sowie eine Liste der verwendeter@t@ast im Anhang zu finden.

4.1 Biacore-System

Mit Hilfe der biomolekularen InteraktionsanalyselAB ist es mdglich, die Wechselwirkung
zwischen zwei Molekilen in Echtzeit zu messen, oldass dabei eine Markierung der
beteiligten Moleklle notwendig ist. Eines der Malkkwird auf der Oberflache eines Sensor
Chips immobilisiert, wahrend das andere mit einesnskanten Fluss Uber die Oberflache
geleitet wird. Gemessen wird dabei die Anderung &&sissenkonzentration an der
Chipoberflache. Aus der Messung ist es anschlie3afidlich, eine kinetische Analyse
durchzufihren, die Konzentration des injizierten ldkdls zu bestimmen oder qualitative
Aussagen Uber die Bindung zu treffen. FUr die Megsterwendet das Biacore-System das

Surface Plasmon Resonance Phanomen.

4.1.1 Surface Plasmon Resonance (SPR)

Fur das Auftreten der SPR ist die TotalreflexiotR)Teines Lichtstrahls an der Grenzflache
zwischen zwei nicht-absorbierenden Medien Voraassgt Trifft ein Lichstrahl aus einem

Medium mit einem hoéheren Brechungsindex auf dien@&tache zu einem Medium mit

einem geringeren Brechungsindex, so wird dieser d@nNormalen weg in Richtung der
Grenzflache gebrochen. Ab einem kritischen Wirkkdbei dem der Brechungswinkel gleich
90° ist, kommt es an der Grenzflache zu einer Rigfte des Lichtstrahls zurtick in das
Medium mit dem hoheren Brechungsindex. Dies Vorgaind TIR genannt (Abb. 7).
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Abb. 7: Lichtbrechung (a), Totale interne Reflexion (b).

Obwonhl der reflektierte Lichtstrahl dabei keine Ejie verliert, ruft er eine elektrische
Feldintensitat, die sogenannte ,Evanescent Wavei, Medium mit dem geringeren
Brechungsindex hervor. Deren Wellenlange ist dimselvie die des einfallenden Lichts. Die
Amplitude der Welle nimmt exponenziell mit der Ertfung von der Grenzschicht ab, wobei
sie bei einer Entfernung ausgeklungen ist, die \@letlenlange des eingestrahlten Lichts

entspricht. Diese ausklingende Welle entsteht immenn es zur Totalreflexion kommt.

Wenn diese Welle nun mit einer Schicht aus leitendiéaterial, wie z.B. einem Metallfilm,
interagieren kann, so durchdringt die p-polarisigdbmponente des eingefallenen Lichts den
Metallfilm und ruft in diesem die Bildung von ele&tnagnetischen Wellen hervor, die sich
entlang der Oberflache des Metallfilms fortpflanf@bb. 8). Diese Wellen werden ,Surface
Plasmons’ genannt. Bei nicht-magnetischen Metaheie, z.B. Gold, sind diese ,Surface

Plasmons’ ebenfalls p-polarisiert [160,164].

G

Goldfilm Px > ‘\\\
P'P0|§lfi5iem§// reflektiertes
L|chi/~ Licht

///

Abb. 8: Entstehung der Surface Plasmons im Metallfilmcknfd60])
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a) Vektoren des ) Intensitat des
einfallenden Lichts Keine Resonanz reflektierten Lichts

Surface Plasmon VektOfm——

Volle Reflektior

84 [
b
) Vektoren des Intensitat des
einfallenden Lichts Resonanz reflektierten Lichts
Surface Plasmon Vekto > Reduzierte Reflektic
6, 6

Abb. 9: Entstehung der ,Surface Plasmon Resonance’. agkKeesonanz, da die Vektoren

nicht tbereinstimmen. b) Resonanz, da die Vektébareinstimmen. (nach [160])

Das Moment der einfallenden Photonen kann als e#ktdf beschrieben werden, der
mathematisch in zwei Komponenten aufgeteilt werklann: eine Komponente, die parallel
zur Oberflache verlauft und eine Komponente, dieksecht zur Oberflache steht. Deren
GroRRe hangt vom Winkel ab, in dem der Lichtstrahl auf die Grenzschidffit.tbDas Moment
der ,Surface Plasmons’ hdngt u.a. von der Art umck® der Metallschicht ab und kann als
Vektor beschrieben werden, der parallel zur Obelié&verlauft. Zu einer Entstehung dieser
,Surface Plasmons’ kommt es nur dann, wenn die llplgaVektorkomponente des
einfallenden Lichtstrahls dem Vektor des ,Surfatesmons’ entspricht. Die Bildung &aulRert
sich in einer verminderten Intensitat des reflektie Lichts und wird ,Surface Plasmon
Resonance’ genannt (Abb. 9) [160,164].

Es gibt zwei Arten, die parallele Vektorkomponendts Lichts dem Vektor des ,Surface
Plasmons’ anzupassen. Die eine besteht darin, dikellénge des einfallenden Lichts zu

modulieren, wodurch sich dessen Energie und daesseh Moment &ndert. Die zweite Art
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ist, den Winkeb des Lichtstrahls zu verandern, wodurch sich zwandigl die Vektoren des

Lichtstrahls andern.

Obwohl sich die gebildeten ,Surface Plasmons’ aafMetallschicht beschranken, ist deren
Energie und damit deren Wellenvektor teilweise \d@r sich in das Medium mit dem

geringeren Brechungsindex ausbreitenden ,Evane$@ane’ abhéngig. Der Brechungsindex
des Mediums bestimmt die Geschwindigkeit, mit deh sdie Wellen in das Medium

ausbreiten konnen. Dadurch hat der Brechungsindsxvtediums einen direkten Einfluss auf
die Energie der ,Surface Plasmons’ und damit audhdan Winkeld, bei dem es zur SPR

kommt. Da sich die ,Evanescent Wave' nur eine skleine Strecke in das Medium

ausbreitet, spielen nur Anderungen des Brechungsindirekt an der Oberflache des
Metallfilms eine Rolle [160,164].

Das Biacore-System macht sich die SPR zunutzemreteden Winkel bestimmt, bei dem es
zu einer Verminderung der Intensitat des refletdier_ichtstrahls kommt. Dabei entspricht
eine Anderung des Brechungsindex urif &her Anderung des Winkedsum 0,1°. Mit Hilfe
des Biacore-Systems ist man in der Lage, Anderurgerzu 10° zu messen, was einer
Anderung des Brechungsindex um®ehtspricht [160,164].

4.1.2 Aufbau des Gerates

Der Aufbau des optischen Systems ist in Abbildu@glargestellt. Um den Winké| bei dem

es zu einer Reduktion der Intensitat des refleileretichts kommt, zu erfassen, konnte das
System einen Winkelbereich abfahren, bis die Redunkestgestellt wird. Da aber daflir eine
koordinierte, schnelle und prazise Mechanik notiéyey verwendet das Biacore-System eine
andere Technik. Der Lichtstrahl trifft dabei kertfdig auf die Grenzschicht und wird ebenso
keilformig wieder reflektiert. Die Intensitat desflektierten Lichts wird durch einen
Detektor-Array gemessen, wodurch schnelle und zéssige Messungen in Echtzeit moglich
sind. Die in Abbildung 10 dargestellte Grenzfladiedindet sich auf einem austauschbaren
Sensor Chip, der auf einem Glasstrager eine duroldfdlie aufgezogen hat. Der Sensor
Chip trennt dabei das optische System vom Flusssyst
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Detektor-
array

L S\ Lo ]

Sensor Chip

Flusssystem

Abb. 10: Aufbau des optischen Systems. (nach [164])

Auf jedem Sensor Chip entstehen zwei Flow Cellsl (od Fc2), in denen die Messungen
stattfinden. Der Sensor Chip selbst bildet eine 8Vaimer Fc. Der Flu3 tGber den Chip kann
im Multichannel-Mode seriell durch Fcl und Fc2 é&gém oder parallel durch beide

gleichzeitig, wahrend im Singlechannel-Mode jedewFICell separat angesteuert werden
kann (Abb. 11) [160,164].

b)

lOUT

Abb. 11: Méglichkeiten der Ansteuerung der beiden Flow €dl) Singlechannel-Mode, nur
Fcl; b) Multichannel-Mode, seriell. (nach [164])
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4.1.3 Ubersicht tiber verfiigbare Sensor Chips

Fur die Messung wird eines der beteiligten Molekéild der Oberflache des Sensor Chips

immobilisiert. Dabei existiert eine Vielzahl von ilichkeiten, dies zu erreichen.

Die einfachste Methode ist die Verwendung einegsagnten CM5 Sensor Chips. Dieser hat
auf seiner Oberflache freie Carboxyl-Gruppen, am ciiemisch Verbindungen gebunden
werden konnen (z.B. Uber Peptid-Bindungen). Danebasieren mittlerweile eine Menge

weiterer Sensor Chips, die je nach Verwendungszwetesetzt werden kdnnen.

Eine bereits modifizierte Variante des CM5 Senship€ ist der Sensor Chip SA. Dieser hat
an die Carboxylgruppen das Protein Streptavidinugdbn. Biotinylierte Liganden kdnnen
sehr spezifisch und sehr stabil an diese Oberflastden.

Der Sensor Chip NTA besitzt an seiner Oberflache @&elatbildner Nitrilotriessigsaure
(NTA). Uber Komplexierung von Ni kénnen Proteine gebunden werden, die freie

Histidingruppen enthalten. Durch Injektion von EDK&nnen diese wieder abgeldst werden.

Der Sensor Chip HPA hat eine lipophile Oberflachd wird v.a. daftir verwendet, membran-
assoziierte Proteine und Membrankomponenten wiédBpide oder Liposomen zu binden.
Es bildet sich dann ein Lipid-Monolayer auf der @léehe, wodurch Biomembranen

simuliert werden konnen [160,164].

4.1.4 Sensorgramm

Wird nun ein Analyt in das System injiziert, soescht er nach einer exakten Temperierung

mit einem konstanten Fluss die Oberflache des $&Ttsps.

Wahrend der Assoziationsphase kommt es zu einetuBon des Analyten an die Oberflache,
wodurch dessen Konzentration in der Grenzschicbigtst Dies &uf3ert sich in einer

kontinuierlichen Anderung des Resonanzwinkels. Biglerung wird in Resonance Units
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(RU) gemessen und in einem Sensorgramm als FunkkonZeit dargestellt (Abb. 12).
Nachdem der injizierte Ligand die Oberflache desp€lpassiert hat, wird der gebundene
Anteil durch den konstanten Pufferfluss weggespiiti man kann so die Dissoziationsphase
der Interaktion verfolgen. Die Dissoziation kann rafu Injektion von geeigneten

Regenerationslosungen beschleunigt und der ChiphheBend wieder verwendet werden
[160,164].

&b b o:
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Abb. 12: Darstellung der Messung in Form eines Sensorgraifmash [160])
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4.1.5 Herstellung des Sensor Chips SA

——COOH + CH3CHy;—N—C=—=N—CH,CH,CH,N(CHs),»

N-Ethyl-N'-(Dimethylaminopropyl)Carbodiimid (EDC)

Ry
o N—
L

IUJ

*,

N-Hydroxysuccinimid (NHS)
Harnstoff-Derivat

o
Q—ON//G

aktivierte Carboxylgruppe

o e
/

Streptavidin
N-Hydroxysuccinimid (NHS)

Abb. 13: Herstellung einer Streptavidin-Oberflache auf Bin€EM5 Sensor Chip. (nach
[164])
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Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchedeuein selbst hergestellter Sensor Chip
SA verwendet. Als Grundlage diente ein CM5 SengopGan welchen tber Peptidbindungen
Streptavidin gekoppelt wurde. Streptavidin bildeit miotin sehr starke und spezifische

Komplexe.

In Abbildung 13 ist die Herstellung einer StrepthniOberflache dargestellt. Durch ein
Gemisch aus N-Ethyl-N'-(Dimethylaminopropyl)Carbodd (EDC) und N-Hydroxy-

succinimid (NHS) werden die Carboxylgruppen dersserChip Oberflache aktiviert. EDC
bindet unter Wasserabspaltung an die Carboxylgrupme wird anschlieend durch NHS

unter Abspaltung eines stabilen Harnstoffderivesgtet.

Dadurch kann im Anschlu3 Streptavidin an die aktign Carboxylgruppen binden.
Uberschiissige aktivierte Carboxylgruppen werden clduZugabe von Ethanolamin
deaktiviert. Es entsteht hierdurch eine stabile@avidinoberflache.

Im letzten Schritt wird ein an Biotin gekoppeltedic& der DNA, welches das Estrogen
Response Element (ERE) enthalt, an die Chipobé&sl@ekoppelt (Abb. 14).

|
—C—N
| " (—AGG TC/nnn  TGA CCT.

Biotin-Oligonukleotid

Y

o)
Il —.AGG TC/nnn TGA CCT.

H

Abb. 14: Bindung eines biotinylierten Oligonukleotids ae dtreptavidin-Oberflache. n steht
fur beliebige Basen.
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Das ERE ist eine spezifische Sequenz der DNA, anddr Estrogen Rezeptor nach seiner
Aktivierung bindet. In der zweiten Flow Cell wirdbenfalls ein biotinyliertes Stiick DNA
gebunden, allerdings enthélt dieses nicht das EfEBdern eine unspezifische Sequenz,
wodurch man in der Lage ist, unspezifische Wechselngen auszuschlie3en [160,164].

Durchfiihrung:

Als FlieBpuffer wird HBS-EP bei einem Fluss von Bmin verwendet. Der Chip wird

eingesetzt und das Sensorgramm im Single-Channdusiéir Flow Cell 1 gestartet. Dann
werden je 40 ul EDC und NHS in einem 1,5 ml EppeRhBeaktionsgefald gemischt und
35 pl dieser Mischung injiziert. Wahrend der Injelt werden 10 pl Streptavidinlésung
(2 mg/ml) mit 56 pl Acetatpuffer (pH 5,0) auf eik®nzentration von 0,3 mg/ml verdinnt
und direkt anschliel3end davon 35 pl injiziert. Naeh Injektion wird die Oberflache durch
eine weitere Injektion von 35 pl Ethanolamin deaktt. Das Sensorgramm wird gestoppt
und erneut mit Flow Cell 2 gestartet. Fiur diesdikiédle wird dieselbe Prozedur wiederholt.
Man erhélt so einen Chip mit zwei Flow Cells, desveils Streptavidin an der Oberflache
tragen und fir die weitere Immobilisierung der higlierten Oligonukleotide vorbereitet

sind. In Abbildung 15 ist ein Sensorgramm der Caigtellung dargestelit.

RU Herstellung SA-Chip
25000

20000 1 K/—>

15000 +

10000

Response

EDC/NHS Streptavidin Ethanolamin

5000 +

-5000
-200 o 200 400 E00 &S00 1000 1200 1400 1600 1500
Time E

Abb. 15: Herstellung eines Sensor Chips mit Streptavidiei@#che.
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Das Sensorgramm wird gestoppt und der FlieBpufectd einen TrisHCI-Puffer (pH 7,5)
ausgetauscht. Bei einem Flul von 5 pl/min wird $&ssorgramm erneut im Single-Channel-
Modus fur Flow Cell 1 gestartet. Die Oligonukleddisingen (Loésung 1: ERE+; L6sung 2:
ERE-; Sequenzen im Anhang) werden mit dem TrisH@td? auf eine Konzentration von
1 uM verdinnt. Dann werden 20 pl Oligonukleotididgu injiziert. Im Anschluss wird das
Sensorgramm gestoppt und fur die zweite Flow Qeleet gestartet. Hier werden nun 20 pl

Oligonukleotidldésung 2 injiziert.

Bevor der Chip fur die weiteren Messungen verwemggten kann, wird er durch Injektion
von Regenerationslésung konditioniert. Daflr wirdsdSensorgramm im Multi-Channel-
Modus (seriell) bei einem Fluss von 10 pl/min gastaund 10 pl der Regenerationslosung

injiziert. Dadurch ist der Chip fur die weiteren $&eingen bereit.

4.1.6 Interaktionsmessungen

Wird der Estrogen Rezeptor mit verschiedenen Veidoigen inkubiert und anschlieRend in
das System injiziert, so bindet er an die Ober@&der Flow Cell mit der spezifischen
Sequenz (ERE+), wahrend es in der ReferenzzellEE{ERU keiner Bindung kommt. In

jedem Versuchsdurchlauf wird der mit 1 uM BiEstradiol inkubierte Rezeptor als
Referenzmessung injiziert. Zusatzlich wird zu Begiand zum Ende der Messung der
Rezeptor alleine gemessen. Dadurch besteht die ibhégit, einen eventuellen Drift des

Signals des Rezeptors beriicksichtigen zu konnen.

Gemessen wird das Response Signal nach 300 Sekwaisemach einer Injektion von 50 pl
Inkubationslésung bei einem Fluss von 10 pl/mins 3ignal von 13-Estradiol (RU(t))
wird durch das interpolierte Response Signal deepers alleine zum Zeitpunkt t (Rk{t))
dividiert und als 100% definiert.
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Die Wirkung der getesteten Substanzen wird nadefader Formel bestimmt:

RUx — Response Signal nach

RU, (t,) Inkubation des Rezeptors mit
( X %?U (t )j -1 der getesteten Substanz
ER\™
RU_(t x100 RUg; — Response Signal nach
e2(t2) -1 Inkubation des Rezept it
RU..(L) ptors mi
ER\*2

1 uM 17B-Estradiol

RUgr — Response Signal des
Rezeptors alleine

Durchfihrung:

Der Rezeptor wird direkt nach Erhalt der Lieferismyaliquotiert, dass nach Auftauen eines

Aliquots etwa 4-5 Messungen durchgefiihrt werdemkdn

Vor der Messung wird ein Aliquot aufgetaut, mitéBpuffer auf eine Konzentration von
100 nM eingestellt und sofort auf Eis gelagert. Detesteten Verbindungen werden in
DMSO geldst und so verdinnt, dass vor der Inkubatias Doppelte der gewtnschten
Konzentrationen an DMSO und an der Verbindung &gtli Die Inkubationsdauer betragt
15 Minuten auf Eis (0°C), die Inkubation erfolgti 1% DMSO und 50 nM an Estrogen
Rezeptor. Das entspricht einer 1:1 Mischung voneB&x und Substanz-Lésung. Injiziert
werden 50 pl dieser Inkubationslésung. Die versidmen Ansatze werden gestaffelt
angesetzt, so dass die Messungen so schnell wikcimé@gfolgen. Da der Rezeptor in seiner
reinen Form sehr stark zum Aggregieren tendieit, dies unbedingt erforderlich, um

zuverlassige Messwerte zu erhalten.
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4.2 pS2-Expressionsassay

MCF-7 Zellen sind Brustkrebszellen, die den Estrogezeptor exprimieren und in ihrem
Wachstum von Estrogenen abhangig sind. Die Exmessiner Vielzahl von mRNAs,
Proteinen und Wachstumsfaktoren ist unter estrageomtrolle, daher eignen sich die Zellen

sehr gut al$n vitro Testsystem flr estrogene Wirkungen.

Die estrogen-sensitive Expression des pS2-GensGf-¥ Zellen ist als Testsystem bereits
weit verbreitet. Das Genprodukt ist u.a. an derdRegn der Proliferation beteiligt. Mit Hilfe
der RT-PCR koénnen Unterschiede im Expressionslenath Inkubation mit den

Testverbindungen, damit also deren estrogene Witksd bestimmt werden.

4.2.1 Probenvorbereitung

4211 Zellkultur

Medien, Puffer, Losungen und alle verwendeten \@rbinsmaterialien fur die Zellkuktur

wurden vor Gebrauch autoklaviert.

MCF-7 Zellen

MCF-7 Zellen werden in einem Einfriermedium aus 2B%S (Fotales Kalberserum), 70%
RPMI 1640-Medium und 10% DMSO bei -196°C in flussiy Stickstoff aufbewahrt. Die
Zellen wachsen als Monolayer in RPMI 1640 mit 10%SFund einem Zusatz von

1% Penicillin/Streptomycin, 1% nicht-essenziellemifosaurenldésung, 1 mM Natrium-
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pyruvat und 150 mg/500 ml L-Glutamin. Bei ca. 80%niuenz werden die Zellen
abtrypsiniert, in neue Flaschen ausgesat und rmgmeMedium versetzt. Die Zellen besitzen

eine Verdopplungszeit von etwa 30 Stunden.

Caco-2 Zellen

Caco-2 Zellen werden in einem Einfriermedium au%&KS, 70% MEM-Medium und 10%
DMSO bei -196°C in flussigem Stickstoff aufbewalbie Zellen wachen morphologisch
recht heterogen als Monolayer in MEM mit 10% FKSduminem Zusatz von
1% Penicillin/Streptomycin  und 1% nicht-essenzrelldminosaurelésung. Bei ca.
80% Konfluenz werden die Zellen abtrypsiniert, ua Flaschen ausgesat und mit neuem

Medium versetzt. Die Zellen besitzen eine Verdopgizeit von etwa 80 Stunden.

4212 Inkubation der MCF-7 Zellen

Die Inkubation ist im Folgenden fur MCF-7 Zellensblrieben. Mit den Caco-2 Zellen wird

analog mit MEM-Medium vorgegangen.

Etwa 5 x 18 Zellen werden in 6-Loch-Kulturplatten ausgesat bislzu einer ca. 80%igen

Konfluenz wachsen gelassen. Danach wird auf ein ilvled umgestellt, welches

phenolrotfreies RPMI und 5% Aktivkohle-behandel{esrmonfreies) FKS enthélt. Dieses
Medium wird 4 Tage lang alle 24 Stunden gewechBeltlurch wird die Grundexpression an
estrogen-sensitiven Genen reduziert. Nach 4 Tageicken die Zellen eine Konfluenz von
etwa 90%. Nun wird zu diesem Medium die zu testereidindung hinzugegeben, wobei im
Medium eine Endkonzentration an Ethanol von 0,18ge&stellt wird. Diese Inkubation wird

72 Stunden fortgefihrt und das Medium erneut all&@inden gewechselt.
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42.1.3 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgt nach der Phenol/Cbform-Methode.

Das Medium wird abgesaugt und die Zellen mit je|2PBS gewaschen. Durch Zugabe von
1 ml Trypsin fur etwa 30 Sekunden werden die Zellem Boden gel6st. Das Trypsin wird
abgesaugt und die Zellen mit je 1 ml PBS in eindfgjorf-Cap tberfuhrt. Die Caps werden
fur 3 min bei 1.000 g abzentrifugiert und das PB§esaugt. Zum Zellpellet werden nun
500 pl Denaturierunslosung hinzugegeben und dieuhgismit Hilfe einer Pipette gut
gemischt. Mit einer 2 ml Spritze mit sehr dinnemile@ wird nun die Lésung 2-3 mal auf-
und abgezogen, um durch die Scherkrafte die Zethedmu zerstéren. Die Losung wird in ein
2 ml Eppendorf-Cap uberfuhrt und auf Eis gelagert.

Nach Zugabe von 500 pl Phenol wird die Zellsuspenséiir 30 Sekunden auf dem Vortex
geschuttelt. Mit 50 pul einer 2 M Na-Acetat-Losungdmein pH-Wert von ca. 4 eingestellt,
erneut kurz geschiuttelt und schliel3lich 100 pl rei@éloroform/Isoamylalkohol-Losung
hinzugegeben. Nach 30 Sekunden Schitteln auf deme¥xowird die Mischung fir
15 Minuten auf Eis bei 0°C gelagert.

Anschlieend wird 20 Minuten bei 4°C und 11.000 entafugiert, wodurch es zur
Ausbildung von drei Phasen, einer waldrigen, eingammschen und einer Interphase kommit.
Die obere, walrige Phase wird vorsichtig abpippeted in ein 1,5 ml Eppendorf-Cap
Uberfuhrt. Dann werden 500 pl Isopropanol zugegeliernz geschittelt und das Gefal
1 Stunde bei -20°C im Eisfach gelagert, damit di&ARbrazipitieren kann. Es wird erneut 20
Minuten bei 4°C und 11.000 g zentrifugiert, der t$h@nd verworfen und das Eppendorf-Cap
kopfuber auf einem Papiertuch abtropfen gelasseas [Pellet wird in 350 pl
Denaturierungslosung aufgeldst, kurz gemischt wachrzugabe von 350 ul Isopropanol das
Gefal3 fur 1 Stunde bei -20°C gelagert. Um die aiaigae RNA abzutrennen wird erneut fur
20 Minuten bei 4°C und 13.000 g zentrifugiert urd dberstand verworfen.

Zur Reinigung wird das Pellet zwei Mal in 700 pl%i@gem Ethanol resuspendiert,
15 Minuten bei Raumtemperatur gelagert, 5 Minuten Raumtemperatur und 11.000 g

zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abdeieaint
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Abschlie3end wird das Pellet fir 5 Minuten in dekWumzentrifuge getrocknet und in 50 pl
DEPC-HO aufgenommen. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

4.2.1.4 RNA Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der Integritat der isolierten RNAirdv eine denaturierende RNA
Gelelektrophorese in einem 1,2%igen, formaldehydjeai Agarosegel durchgefihrt.

Der Probenansatz erfolgt folgendermal3en (Konzeéomiseingaben und Zusammensetzungen

der Losungen im Anhang):

3,5 ul HO

2,0 pl MOPS (10x)
3,5 ul Formaldehyd
10,0 pl Formamid

1,0 pl Ethidiumbromid
1,0 pl RNA-L6sung
2,0 ul Blue Juice

23,0 ul Gesamtvolumen

Der Ansatz ohne Blue Juice wird fur 15 Minuten &FC erhitzt, dann bei 0°C auf Eis
gelagert und das Blue Juice kurz vor der Auftragung das Gel zugegeben. Die
Elektrophorese erfolgt 2 Stunden bei 60 V. Zur Rebve wird das Gel bei 520 nm
abfotografiert.
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4.2.1.5 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Bevor die RNA-L6sung bei der PCR eingesetzt werklamn, muss die Konzentration der
RNA in der isolierten Probe bestimmt werden. 2 pARLOsung werden hierfir mit 998 ul
DEPC-HO verdinnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 bestimmt. Mit Hilfe
folgender Gleichung wird dann die Konzentrationeobnet:

Das Verhéltnis OB0ndODogonm Wird als MalR fiir die Reinheit des Isolats verwendss

sollte > 1,8 sein.

4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.2.2.1 Prinzip

Die PCR wurde 1985 von Mullis entwickelt und dienir in vitro Amplifizierung von

genomischer DNA. Sie besteht im Wesentlichen aner eyklischen Wiederholung folgender
Schritte:

95°C Denaturierung
53-63°C  Annealing
72°C Elongation

Die eingesetzten Primer sollten ein G/C-Verhaltros 50-60% und eine Lange von 18-30
Basen haben. Wahrend die Primer lang genug seisanfiglamit sie an eine spezifische
Sequenz der DNA binden, ist die Maximallange (3@d8g durch die Zeit vorgegeben, die
die Primer zum Annealen bendtigen. Die Annealingieratur sollte i.d.R. 1-2°C unterhalb
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der Schmelztemperatur der Primer liegen. Bei danétwahl ist darauf zu achten, dass sie
Uber ein oder mehrere Introns hinweg an Exons binde die versehentliche Amplifikation
genomischer DNA zu verhindern. Desweiteren solkemplementare Strukturen vermieden

werden, damit es nicht zur Bildung von Primerdimetemmt.

Wahrend der Denaturierungsphase wird der DNA-Dayipslg aufgetrennt. In der zweiten

Phase, der Annealingphase, lagern sich Primemenkeimplementéare Struktur eines Stranges
an, wahrend bei 72°C, dem Temperaturoptimum dgmiaase, die Strange mit Nukleotiden

aufgefullt werden. Es kommt also in jedem Zykluseiner Verdopplung der eingesetzten

DNA-Molekile. Diese exponenzielle Zunahme lassthsimit folgender Gleichung

beschreiben:

No — Anfangsmenge der DNA

N — Menge an Amplifikat nach n
N=N,x@+E)" Zyklen

n — Anzahl der Zyklen
E - Effizienz der PCR

Die Effizienz hat ein theoretischen Maximum vonwlahrend in der Praxis Effizienzen

zwischen 0,78 und 0,97 auftreten.

4.2.2.2 cDNA-Synthese und PCR

cDNA-Herstellung (reverse Transkription) und ansfbénde PCR werden in einem Schritt
durchgefiihrt. Es wird ein Kit (Ready-To-Go RT-PCReads) verwendet, welches die
wichtigsten Bestandteile der Reaktionen bereite@ntso dass im Wesentlichen nur noch die
Probe und die Primer hinzugegeben werden miussén Aftbeiten werden bei 4°C im Block
des PCR-Geréates durchgefuhrt. Folgender Ansatz wiglnem Tube mit einem Ready-To-
Go RT-PCR Pellet fur die reverse Transkription geltva
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1l Oligo(dT)2-18
1l RNA (0,2 ug)
44 pl DEPC-HO

46 ul Gesamtvolumen

Dieser Ansatz wird fir 30 Minuten auf 42°C erwaramd anschlielend wieder auf 4°C

heruntergekdhilt.

Wahrenddessen werden die Primer fur die Reaktiohereitet. Es wurden folgende Primer

verwendet:

pS2(Primer 1)
5-TGA CTC GGG GTC GCC TTT GGA G-3

pS2 (Primer 2)

5'-GTG AGC CGA GGC ACA GCT GCA G_3’j

HPRT (Primer 1)
5-TGT AAT GAC CAG TCA ACA GGG-3
HPRT (Primer 2)

5-TGG CTT ATATCC AAC ACT TCG-3

Amplifikat hat 418 bp

Amplifikat hat 213 bp

Da das Zielgen (pS2) und das Referenzgen (HPRT)I&imin einem Tube bestimmt werden,

werden alle 4 nétigen Primer in einem Mastermix beoeitet. Dazu werden die

4 Primerldésungen (20 uM) zu gleichen Teilen gentiselobei eine Mischung erhalten wird,

die 5 uM an jedem Primer enthalt.
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Der Ansatz fur die reverse Transkription wird aufez Tubes zu je 23 ul aufgeteilt und je
2 ul der Primermischung zugegeben, wodurch ein&kd&mentration an Primern von 400 nM

erreicht wird. Die Ansatze werden gut gemischt ki abzentrifugiert.

Am PCR-Gerét wird folgendes Programm verwendet:

5 min. 95°C

30 sek. 95°C

50 sek. 60°C 25 Zyklen
60 sek. 72°C

5 min. 72°C

bis Ende 4°C

Nach der PCR werden die Proben aus dem Gerat emteaomund bis zur
gelelektrophoretischen Auftrennung bei -20°C geftage

4.2.2.3 DNA Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate werden anschliel3end in einete@@itrophorese getrennt. Hierfur wird
ein 1,4%iges Agarosegel hergestellt. Der Probenasgzht folgendermal3en aus:

25 ul PCR-Amplifikat
2 ul Blue Juice
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Dieser Ansatz wird in Taschen des Gels geflillt dliel Elektrophorese anschliel3end ca.
1 Stunde bei 100 V. Das Gel wird 45 Minuten in eiig¢hidiumbromid-Lésung (0,01%o)
gefarbt und anschlie3end 45 Minuten in Wassr dbttfar

Zur Detektion wird das Gel bei 520 nm abfotografiend die Bandenintensitat mit Hilfe

einer Software (Quantity One, Biorad) ausgewertet.

4.3 Zytosensor-Messungen

Mit Hilfe des Zytosensors lasst sich der extrazaétki pH-Wert messen. Dadurch sind
Ruckschlisse auf Wirkungen mdoglich, die die Engmgiduktion von Zellen, also den
Metabolismus steigern. Im Laufe der Glykolyse atteh u.a. freie Protonen, die von der
Zelle ausgeschieden werden. Dies fuhrt zu einechten Ansduerung des die Zellen

umgebenden Mediums. Diese Ansauerung lasst sictlenitZytosensor quantitativ erfassen.

4.3.1 Vorbereitung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgt wie in Abschhit4.2.1 beschrieben. Fur die
Zytosensormessungen werden 6 X Z6llen auf speziellen Filtern (Capsule Cups) as&ge
Nach 24 Stunden wird das Medium gewechselt und B4clveiteren Stunden ist die fir die

Messung geeignete Zelldichte erreicht.

Vor der Messung wird das Medium aus den Cups mmtZdlen abgesaugt und anschliel3end
ein Spacer-Ring auf den Zellteppich aufgelegt. Aidsen Spacer-Ring wird ein Capsule
Insert und 500 ul carbonatfreies Medium gegebere Bensorkammern werden mit

2 ml carbonatfreiem Medium geflllt und das vorbetei Capsule eingesetzt.
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4.3.2 Vorbereitung des Zytosensors

Zunachst wird die Referenzelektrode aufgesetzt uhd dazugehérigen Schlauche
angeschlossen. Der Plunger wird an die Flussleitung an die Referenzelektrode
angeschlossen und bis zur Messung in einen Sclukldeingesetzt. Danach wird die
Software (Cytosoft) gestartet und die Flussgesctigkeit auf 90% gesetzt, um das System
von eventuellen Luftblasen, die die Messung storémden, zu befreien. Nachdem das
System luftblasenfrei ist, wird der Fluss auf 50@stgllt und durch mehrfaches Umschalten

zwischen den beiden Kanalen eine korrekte FunkiemsmSystems gewahrleistet.

4.3.3 Messung

Fur die Messung wird der Plunger aus dem SchutBgéigrausgenommen und in die
Sensorkammern, in denen sich die Zellen befindémgesetzt. Hier ist unbedingt auf
Luftblasenfreiheit zu achten. Durch Starten detvgafe wird das Messprogamm automatisch
gestartet. Dabei durchlauft das Programm mehrfa@mnesorprogrammierten Messzyklus:

1:20 min Mediumflus / 0:30 min Messung
0:08 min Paus 0:02 min Paus
SN— g
—

2:00 min Gesamtze

Abb. 16: Darstellung eines Messzyklus.

Um den Einfluss verschiedener Verbindungen aufedérazellularen pH-Wert zu bestimmen,
wird im FlieBmedium eine geeignete Konzentration $iebstanzen eingestellt und der pH-

Wert 30 Minuten gemessen. Als Losungsmittel wi@R0p Ethanol verwendet.
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5 Ergebnisse

Im Vordergrund dieser Arbeit stand zunachst diebk#eung einer neuen Methode. Das

Versuchsdesign wurde bereits in Kapitel 4 erlautert

5.1 Messungen mit dem Biacore-System

5.1.1 Validierung der Messmethode

Um die Eignung der Methode fur die Analyse der Bimgl des Estrogen Rezeptors an das
Estrogen Response Element nachzuweisen, wird fjeride Parameter eine Validierung der
Methode durchgefuhrt.

» Spezifitdt und Linearitat
* Reproduzierbarkeit

Wie aus dem Datenblatt des kommerziell erworbergnog§en Rezeptors ersichtlich ist, ist
der Rezeptor wahrend einer Lagerung bei -80°Clstalérdings neigt er nach dem Auftauen
sehr stark zur Aggregation, was zu einer Verfalaghder Ergebnisse fuhren wirde. Daher
werden zu Beginn sehr kleine Aliquote erstellt, daawischen Auftauen und der letztlichen
Messung moglichst wenig Zeit vergeht. Desweiterenden samtliche Inkubationen bei 0°C

auf Eis durchgefihrt.
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Spezifitdt und Linearitat

Um die Spezifitat der Methode zu untersuchen, wuildiésungen mit verschiedenen Mengen
an Estrogen Rezeptar Uber eine Chipoberflache mit dem Estrogen Respdisment
(ERE+) und anschlieRend Uber eine Chipoberflachee atas Estrogen Response Element
(ERE-) injiziert. Dazwischen wurde die Oberflacbevgils regeneriert, indem durch Injektion
einer Regenerationslosung gebundene Rezeptormelakgkldst wurden.

400

350 +
Fcl: ERE+, ER 75 nM

300 +

250 1 / Fcl: ERE+, ER 50 nM
200 / /
150

100 ~

Response (RU)

Fcl: ERE+, ER 25 nM

Fcl: ERE+, ER 10 nM

50 //
Fc2: ERE-

0 T T T T T T —

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Zeit (Sek)

Abb. 17: Messungen zur Spezifitdt der Methode. Verschied@reentrationen an Estrogen
Rezeptora werden nacheinander Uber eine Chipoberflache emt ERE und ohne das ERE
geleitet. Dargestellt ist exemplarisch eine Inj@ktiin die unspezifische Mel3zelle (Fc2:
ERE-). Fur die spezifische MelR3zelle sind verschiedeonzentrationen dargestellt. Zwischen

den Injektionen wird die Chipoberflache jeweilseagriert.

In Abbildung 17 ist zu erkennen, dass es zu eireutldh ausgepragten Bindung des
Rezeptors in der spezifischen MelRzelle (ERE+) konwdthrend es in der unspezifischen
Mel3zelle (ERE-) zu keiner erkennbaren Bindung komwichtig ist, den Effekt des

Losungsmittels zu bericksichtigen, da es durchuBiéinsvorgange wahrend der Messung in

beiden Mel3zellen gleichermalRen zu leichten Schwagdw des Signals kommen kann.
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Durch Subtraktion der beiden Signale voneinandenkheser Effekt ausgeglichen werden.

In Abbildung 17 ist neben der spezifischen Binduleg Estrogen Rezeptors an die ERE+
Mel3zelle ebenfalls zu erkennen, dass die HOhe dgsalS nach der Injektion
konzentrationsabhangig ist. In Abbildung 18 ist dieh&ngigkeit der Signalhthe von der
Konzentration dargestellt.
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Abb. 18: Abhangigkeit zwischen Konzentration des Rezepiadsder Signalhdhe.

Es ist zu erkennen, dass bis zu einer Konzentratmm 75 nM an ER ein linearer

Zusammenhang besteht. Die Messungen werden ber &aopzentration von 50 nM
durchgefuhrt.

Reproduzierbarkeit

Bei der Bestimmung der Reproduzierbarkeit muf3 bDesidhtigt werden, dass der
Absolutwert der Bindung (RU) nach einer Injekticiark abh&ngt von der kommerziellen
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Rezeptorcharge, dem Aggregationsgrad des Aliquudsder exakten Zusammensetzung des
FlieBpuffers (pH-Wert). Daher ist die MitfUhrungnes internen Standards (1 uM[(i7

Estradiol) erforderlich.

Fur die Bestimmung der Reproduzierbarkeit wirdiimee vierfachen Messung der Effekt von
10 nM 17B-Estradiol auf die Bindung des Estrogen Rezepfan das ERE und dessen

Streuung um den Mittelwert bestimmt.

Tab. 2: Bestimmung der Methodenreproduzerbarkeit fup-Estradiol (E2) durch eine

Vierfachbestimmung. Dargestellt ist der Mittelwent dem Variationskoeffizienten VK.

1. 2. 3. 4. MW + VK(%)
Rel. Erhéhung durch
1,87 1,39 1,43 1,37 1,52 +15,8
10 nM E2
Rel. Erhéhung durch
4,51 2,71 2,89 2,73 3,21+27,1

1 uM E2

Normalisierung der
Wirkung von 10 nM E2

o 24,9% 22,9% 22,6% 21,4% 229% +6,4
auf die Wirkung von

1 uM E2

In Tabelle 2 ist bei den einzelnen Injektionen aleatliche Schwankung der Absolutwerte zu
erkennen, die auf die oben beschriebenen Faktangickzufihren sind. Lalt man diese
unberiicksichtigt, so erhalt man sehr hohe Variakoeffizienten (ca. 16% bzw. ca 27%).
Durch Normalisierung der Messungen auf die Wirkuag 1 uM 1PB-Estradiol mit Hilfe der

im Methodenteil dargestellten Formel (S. 36) kamese Schwankung auf ein akzeptables

Mal3 von etwa 6% gebracht werden.
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5.1.2 Estrogen Rezeptoa

5.1.2.1 1B-Estradiol
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Abb. 19: Relative Bindungserhéhung des d&ERiurch Inkubation mit 13F-Estradiol. Die

Werte sind normalisiert auf die Wirkung von 1 puMiEstradiol. (n=3)

Es ist zu erkennen, dass[(3tEstradiol bereits bei einer Konzentration von 1d eine

deutliche Bindungserhéhung bewirkt.

Es besteht kgarithmischer Zusammenhang

zwischen der Wirkung von B7Estradiol und der eingesetzten Konzentration. Hite einer

logarithmischen Regression lasst sich die Konz#atrebestimmen, die zu einer 50%igen
Wirkung von 1 uM 1B-Estradiol fihrt. Der EC50-Wert fur B7Estradiol ist 0,03 uM.
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51.2.2 Genistein

140

120 A

¥ 100
<
D
c
2 80
ig
5 y = 9,7709Ln(x) + 21,715/%
S 60
>
he]
2
[an]
< 40
- EC50 = 18,1 M
20
0 T T T T T
01 1 10 100 1000
Konz. [uM]

Abb. 20: Relative Bindungserh6hung des d&ERurch Inkubation mit Genistein. Die Werte
sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM@&Estradiol. (n=3)

In Abbildung 20 ist zu erkennen, dass Genisteireigler Konzentration von etwa 1 pM zu
einer deutlichen Bindungserhéhung fiihrt. Die Wirgwon Genistein kann nur bis zu einer
Konzentration von 300 uM getestet werden, da hierLéslichkeitsgrenze in 0,2% DMSO
erreicht ist. Bei dieser Konzentration fihrt Gesiist zu einer etwa 75%igen
Bindungeserhdhung im Vergleich zu 1 puM3iEstradiol. Der EC50-Wert betragt 18,1 uM.
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51.2.3 Daidzein
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Abb. 21: Relative Bindungserh6hung des &Rurch Inkubation mit Daidzein. Die Werte
sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM@&Estradiol. (n=3)

Daidzein kann aufgrund der Ld&slichkeitsgrenze 2%, DMSO nur bis zu einer
Konzentration von 300 uM getestet werden. Allerdimg auch bei dieser Konzentration im
Gegensatz zu Genistein nur eine sehr schwache Wgrku erkennen. Dies fihrt dazu, dass
kein exakter EC50-Wert angegeben werden kann. Diésgt demzufolge bei einer
Konzentration grof3er als 300 pM.
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51.24 Coumestrol
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Abb. 22: Relative Bindungserhohung des d&ERurch Inkubation mit Coumestrol. Die Werte

sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM&Estradiol. (n=3)

In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass bis zu eiK@nzentration von 10 pM an Coumestrol
die Bindung an den Chip zunimmt. Bei dieser Konein wird eine Wirksamkeit von etwa
75% im Vergleich zu 1 uM Y¥Estradiol erzielt. Die niedrigste Konzentratiomj der noch
eine Wirkung erkennbar ist, betragt 0,01 uM. Deb&@®Vert betragt 0,65 uM.

Auffallig ist das Verhalten des Rezeptors bei eidenzentration an Coumestrol von Uber
10 uM. Hier wird die Bindung des Rezeptors an dstsdgen Response Element vollstandig
aufgehoben. Ein derartiger Effekt ist in der Litarabisher nicht beschrieben. Es ist
anzunehmen, dass bei Konzentrationen ab 50 pM Armhedenaturierender Effekt von

Coumestrol auftritt.
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5.1.25 Equol
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Abb. 23: Relative Bindungserhohung des &Rurch Inkubation mit Equol. Die Werte sind
normalisiert auf die Wirkung von 1 uM f+Estradiol. (n=3)

In Abbildung 23 ist die Wirkung von Equol, einemdu&tiven Daidzein-Metaboliten
dargestellt. Es ist bereits ab einer Konzentraon 1 pM eine deutliche Wirkung zu
erkennen. Bei 100 uM wird sogar eine mit 1 pM3-E&tradiol vergleichbare Wirksamkeit
erreicht. Es ergibt sich ein EC50-Wert von 2,35 uM.

Wahrend die Ausgangssubstanz Daidzein zu keinenablaren Bindungserhéhung fuhrt, ist
offensichtlich, dass durch eine Umwandlung von Raid zu Equol eine Wirkung erreicht

werden kann.
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5.1.2.6 IC1 182,780
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Abb. 24: Relative Bindungserhdhung des d&Rurch Inkubation mit ICI 182,780. Die Werte
sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM@&Estradiol. (n=3)

In Abbildung 24 ist die Wirkung des synthetischemagonisten ICI 182,780 auf die Bindung
des ERx an das ERE dargestellt. Es ist zu erkennen, d4sk8P,780 die Bindung bereits bei
einer Konzentration von 10 nM deutlich erhdht. Beier Konzentration von 1 uM ist der
Effekt bei Gber 200%. Es ergibt sich nach logariduiner Regression ein EC50-Wert von
0,01 uM, also ein um den Faktor 3 geringerer Werbai 1B-Estradiol.
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5.1.2.7 4'O-Methylequol, Ethyldaidzein, Matairesinol und
Secoisolariciresinol

Mit dem Estrogen Rezeptax wurden desweiteren die VerbindungenGiMethylequol,
Ethyldaidzein, Matairesinol und Secoisolariciresigetestet. Fur diese Verbindungen konnte

allerdings fur die eingesetzten Konzentrationem&dindungsernbhung gemessen werden.

Daher kann fur keine der Verbindungen ein genaueb(EWert bestimmt werden. Die

folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht tiber die Megsn.

Tab. 3: Ubersicht tiber die Messungen desoERit weiteren Verbindungen.

Verbindung EC50-Wert
4’-O-Methylequol >> 10 uM

Ethyldaidzein >> 100 uM

Matairesinol >> 100 uM
Secoisolariciresinol >> 100 uM
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5.1.2.8 Kombination aus 1f-Estradiol und Daidzein
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Abb. 25: Relative Bindungserhdhung des d&RBurch Inkubation mit 100 nM PB#Estradiol/
100 uM Daidzein. Die Werte sind normalisiert aug 8indung des Rezeptors alleine. (n=3),
*p<0,05

Um zu untersuchen, ob Daidzein, welches bis zu 30@ keine nennenswerte
Bindungserh6hung erzeugt, die aktivierende Wirkuag 173-Estradiol hemmen kann, wird
ein Kombinationsversuch durchgefihrt. Deutlich erksar ist die etwa 1,5-fache
Bindungserh6éhung durch 100 nM(Estradiol, wahrend 100 uM Daidzein keine Wirkung
zeigt. Eine 1:1-Mischung aus 100 nMfAtEstradiol und 100 uM Daidzein erzeugt eine von
beiden Einzelsubstanzen signifikant unterschiedliBindungserhéhung, die bei etwa 50%

des Effekts von 1F-Estradiol alleine liegt.

Dadurch kann die anti-estrogene Wirkung von Daitlgeizeigt werden.
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5.1.3 Estrogen Rezeptof

5.1.3.1 1B-Estradiol
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Abb. 26: Relative Bindungserhéhung des [ERIurch Inkubation mit 13-Estradiol. Die
Werte sind normalisiert auf die Wirkung von 1 puMiEstradiol. (n=3)

Es ist zu erkennen, dass (tFstradiol ein sehr &hnliches Verhalten wie beintrdggen
Rezeptora zeigt. Eine Konzentration von 10 nM bewirkt eineva 25%ige Bindungs-
erhohung im Vergleich zu 1 uM [+Estradiol. Es lasst sich ein EC50-Wert von 0,04 pM
errechnen, was nahezu identisch mit dem EC50-Wertdén Estrogen Rezeptor ist
(EC50=0,03 puM).
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51.3.2 Genistein
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Abb. 27: Relative Bindungserhdhung des [ERurch Inkubation mit Genistein. Die Werte
sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM&Estradiol. (n=3)

Fur Genistein ergibt sich, wie in Abbildung 27 akemnen, ein EC50-Wert von 0,48 pM.
Eine deutliche Wirkung ist ab einer Konzentratioonv0,1 uM zu beobachten. Bei
Konzentrationen, die héher als 1 uM sind, scheaft sine Art Plateau auszubilden, da keine

héheren Wirkungen erzielt werden kdnnen (Datentrgelzeigt).
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51.3.3 Daidzein
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Abb. 28: Relative Bindungserhohung des [ERurch Inkubation mit Daidzein. Die Werte
sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM&Estradiol. (n=3)

Im Gegensatz zu den Beobachtungen beim EstrogerepReza ist beim Estrogen
Rezeptor3 eine deutliche Bindungserhéhung nach Inkubatioh Daidzein zu messen.
Bereits bei einer Konzentration von 0,01 uM ist &rchter Effekt zu erkennen. Nach
logarithmischer Regression lasst sich ein EC50-Wamt0,7 uM berechnen.
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5.1.3.4 Coumestrol
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Abb. 29: Relative Bindungserhthung des [ERurch Inkubation mit Coumestrol. Die Werte

sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM@&Estradiol. (n=3)

In Abbildung 29 ist zu erkennen, dass Coumestraditeebei einer Konzetration von 10 nM

eine deutliche Wirkung auf die Bindung des Estrogreptors3 an das ERE hat. Die

Berechnung des EC50-Wertes ergibt 0,03 uM, wod@abmestrol eine mit I¥Estradiol

vergleichbare Wirkung besitzt. Ab einer Konzentmatvon 1 puM scheint eine Art Plateau zu

entstehen, da kein héherer Effekt zu messen igie(Daicht gezeigt). Die flur den Estrogen

Rezeptora beobachteten Denaturierungserscheinungen ab Kmezentration von 50 uM

treten hier nicht auf.
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5.1.35 Equol
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Abb. 30: Relative Bindungserhéhung des [ERurch Inkubation mit Equol. Die Werte sind
normalisiert auf die Wirkung von 1 uM fi+Estradiol. (n=3)

In Abbildung 30 sind die Ergebnisse fir Equol datght. Ein deutlicher Effekt ist mit einer
20%igen Bindungserhdhung ab einer Konzentration etwa 0,1 UM zu beobachten. Nach
logarithmischer Regression ergibt sich fur den E@&t 1,85 uM, was in etwa der

Wirksamkeit beim Estrogen Rezeptoentspricht.
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5.1.3.6 Ethyldaidzein
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Abb. 31: Relative Bindungserhohung des [ERurch Inkubation mit Daidzein. Die Werte

sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM&Estradiol. (n=3)

Das Daidzein-Derivat Ethyldaidzein zeigt erst aeeiKonzentration von etwa 10 pM eine

deutlich steigernde Wirkung auf die Bindung desrdtgtn Rezeptorf an das ERE. Nach

logarithmischer Regression ergibt sich ein EC504Wein 51,05 pM, was einer um drei

GrolRenordnungen schwacheren Wirkung af$E3tradiol entspricht.
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5.1.3.7 4’'O-Methylequol
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Abb. 32: Relative Bindungserh6hung des [ERurch Inkubation mit 4©-Methylequol. Die
Werte sind normalisiert auf die Wirkung von 1 puMiEstradiol. (n=3)

In Abbildung 32 ist der Effekt des Equol-Metabddi¢’-O-Methylequol dargestellt. Ab einer
Konzentration von 1 puM ist eine deutliche Erh6hdeg Bindung von Estrogen Rezepfoan
das ERE zu beobachten. Hohere KonzentrationenOa|sM kdnnen aufgrund der geringen
Loslichkeit von 4’O-Methylequol in 0,2% DMSO nicht gemessen werden. dg&n EC50-
Wert ergibt sich nach logarithmischer Regressidi 44M.
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5.1.3.8 Matairesinol
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Abb. 33: Relative Bindungserhohung des [EBurch Inkubation mit Matairesinol. Die Werte
sind normalisiert auf die Wirkung von 1 uM@&Estradiol. (n=3)

Das Lignan Matairesinol wird bis zu einer Konzetitna von 100 pM getestet. HOhere
Konzentrationen sind aufgrund der begrenzten Lidkéit in 0,2% DMSO nicht mdglich. Bei
dieser Konzentration ist lediglich eine Bindunggdming um etwa 10% zu erkennen. Daher

ist eine Berechnung des EC50-Wertes weder mogbch mon sinnvoller Aussagekratt.
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5.1.3.9 Secoisolariciresinol
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Abb. 34: Relative Bindungserhdhung des [EBurch Inkubation mit Secoisolariciresinol. Die

Werte sind normalisiert auf die Wirkung von 1 puMiEstradiol. (n=3)

Das zweite Lignan Secoisolariciresinol kann, ebemge Matairesinol, aufgrund der

begrenzten Loéslichkeit in 0,2% DMSO nur bis zu eidenzentration von 100 uM getestet
werden. Bei einer Konzentration von 10 uM kann dtnebhung um etwa 20%, bei 100 uM
von etwa 40% beobachtet werden. Die logarithmidekgression liefert einen sehr hohen
EC50-Wert von 352 uM, also um vier Grél3enordnurgirer als bei 13-Estradiol.
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5.1.4 Ubersicht tiber die Biacore-Messungen

In Tabelle 4 ist eine Ubersicht der Messergebnigedem Biacore-System dargestellt. Fur
beide Rezeptoren wird eine Effektivitat der Bindseidndhung errechnet, bei der die Wirkung

von 17B-Estradiol als 100 angenommen wird.

Tab. 4: Ubersicht tiber die mit dem Biacore-System erheheBrgebnisse.

Verbindung Estrogen Rezeptoar Estrogen Rezeptgf
COOWE 1 frekavitat COOWE 1 Efrektivitat
(LM) (HM)
17B-Estradiol 0,03 100 0,04 100
Genistein 18,1 0,2 0,48 8,3
Daidzein >> 300 << 0,01 0,70 5,7
Coumestrol 0,65 4,6 0,03 133
Equol 2,35 1,3 1,85 2,2
ICI 182,780 0,01 300
4’-O-Methylequol >> 10 << 0,3 4,47 0,9
Ethyldaidzein >> 100 << 0,03 51,05 0,1
Matairesinol >> 100 << 0,03 >> 100 << 0,04
Secoisolariciresino >> 100 << 0,03 352 0,01
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Daraus ergeben sich flir die Effektivitaten folgeRighen:

Estrogen Rezeptora:

ICI 182,780 > 1B-Estradiol > Coumestrol > Equol > Genistein >>CMethylequol >

Daidzein = Ethyldaidzein = Matairesinol = Secoismiaesinol

Estrogen Rezeptor:

Coumestrol > 1B-Estradiol > Genistein > Daidzein > Equol > @Methylequol >

Ethyldaidzein > Secoisolariciresinol > Matairesinol
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5.2 pS2-Assay

Der pS2-Assay wird durchgefihrt, um den Effekt deubstanzen auf Ebene der
Genexpression abzuschatzen. Gemessen wird dieveefg2-Expression in MCF-7 Zellen,
die vorwiegend den Estrogen Rezemtagxprimieren. Als Referenzgen wirde das Gen fir die

Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) vedegn

5.2.1 Bestimmung des linearen Bereichs

MCF-7

Bevor Messungen mittels RT-PCR durchgefihrt wetdiamen, ist es wichtig abzuklaren, in
welchem Zyklenzahlbereich ein linearer Zusammenhanggchen Amplifikatbildung und
Zyklenzahl vorhanden ist. Dies wird sowohl fiir ged2-Gen, als auch fur das Referenzgen
HPRT durchgefihrt.
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pS2

Bandenflache

200 +

100 4

0 T T T T T T T T T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
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Abb. 35: Abschatzung des linearen Bereichs der AmplifikddghiBg fir pS2 und HPRT bei
MCF-7 Zellen.
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Wie aus Abbildung 35 hervorgeht, ist fir das pSZr@e linearer Bereich von 18 bis 26
Zyklen, fur das HPRT-Gen ein Bereich von 22 bis Z&len vorhanden. Die folgenden

Messungen werden daher bei 25 Zyklen gemessen.

Caco-2

Neben den MCF-7 Zellen, die vorwiegend den Estrdgereptora exprimieren, wird auch
eine Zelllinie getestet, die wesentlich mehr EstrogRezeptor3 exprimiert. Da in der
Literatur nichts Gber die Expression von pS2 irsdieZelllinie bekannt ist, wird auch hier der

lineare Bereich bestimmt.
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Abb. 36: Abschéatzung des linearen Bereichs der AmplifikadhiBg fir pS2 und HPRT bei
Caco-2 Zellen nach 48 Stunden Inkubation mit 101v@-Estradiol.
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Wie in Abbildung 36 zu erkennen ist, kann die HPRXpression im selben Bereich bestimmt
werden, wie bei den MCF-7 Zellen, wahrend die pS@r&ssion offenbar sehr gering ist.

Daher ist diese Zelllinie fiir den pS2-Assay nickeignet.

Aus diesem Grund werden die weiteren Messungemituten MCF-7 Zellen durchgefihrt.

5.2.2 Messungen mit 1ff-Estradiol, Genistein, Daidzein und Coumestrol
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Abb. 37: Darstellung der relativen pS2-Expressionserhéhdogeh Inkubation mit den
angegebenen Verbindungen. Die Werte sind fiur déekEvon 10 nM 1B-Estradiol auf

100%, fur die pS2-Expression in Kontrollzellen 8% normiert. (n=3)

In Abbildung 37 ist zu erkennen, dass Genisteinelre@r Konzentration von 1 uM etwa 30%
der Wirkung von 10 nM 1F-Estradiol besitzt. Dagegen haben 10 uM Genisteia mit 13-
Estradiol vergleichbare Wirkung. Dies |a3t auf eime etwa vier Grof3enordnungen geringere

Wirkung von Genistein schlief3en.
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Daidzein erhéht bei einer Konzentration von 1 pM @iS2-Expression nicht signifikant,
wahrend bei 10 uM eine etwa 30%ige Wirkung erzigitd. Diese entspricht ungefahr der
Wirkung von 1 uM Genistein, wodurch auf eine umee@rél3enordnung geringere Wirkung

von Daidzein im Vergleich zu Genistein geschlosserden kann.

0,1 uM Coumestrol haben einen 50%igen Effekt vomWD173-Estradiol, wahrend 1 pM
Coumestrol eine mit J¥Estradiol vergleichbare Wirkung hat. Die WirkungnvCoumestrol
laRt sich also als um etwa drei Grol3enordnungeinggrals die Wirkung von PZEstradiol

einstufen.

Zusammenfassend ergibt sich daher fur die Effditivder pS2-Expressionserhéhung durch

die getesteten Substanzen folgende Reihe:

17B-Estradiol > Coumestrol > Genistein > Daidzein
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5.3 Zytosensor-Messungen

Um Effekte verschiedener Substanzen auf den Matabos von Estrogen Rezeptor-
positiven Zellinien zu testen, wird mit Hilfe ein@ytosensors die Wirkung verschiedener
Verbindungen auf den Protonenausstol3, damit alodew extrazellularen pH-Wert von

MCF-7 Zellen gemessen.

5.3.1 Wirkung von 1B-Estradiol auf MCF-7 Zellen
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Abb. 38: Extrazellulare Anséduerungsrate von MCF-7 Zellechn30 Minuten Inkubation mit
17B-Estradiol und 1 nM EGF. Werte von Kontrollzellerunden auf 100% gesetzt. Die

dargestellten Kurven entstanden nach Subtraktiomem Losungsmittelkurven.
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Es ist in Abbildung 38 zu erkennen, dass durch Beélmg mit 1 nM EGF die
Ansauerungsrate nach etwa 15 Minuten um Uber 16#tsDies ist auf einen metabolismus-
anregenden Effekt zurickzufihren, durch den esirmer @erstarkten Produktion und einem
damit verbundenen verstarkten Ausstol3 von Protkoemmt.

Dagegen ist nach Behandlung mi3iEstradiol kein direkter Effekt zu beobachten.

5.3.2 Wirkung von Genistein und Daidzein auf MCF-7Zellen
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Abb. 39: Extrazellulare Ansauerungsrate von MCF-7 Zellechn30 Minuten Inkubation mit
10 uM Genistein, 10 uM Daidzein und 1 nM EGF. Werte Kontrollzellen wurden auf
100% gesetzt. Die dargestellten Kurven entstandeath n Subtraktion mit den

Losungsmittelkurven.

In Abbildung 39 ist der Effekt von je 10 uM Genisteind Daidzein dargestellt. Wahrend es
bei 1 nM EGF zu einer etwa 15%igen Erhoéhung derd@esung kommt, zeigt weder

Genistein noch Daidzein eine Wirkung nach 30 Mindt&ubation.
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5.3.3 Wirkung von Coumestrol auf MCF-7 Zellen
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Abb. 40: Extrazellulare Ansauerungsrate von MCF-7 Zellechn80 Minuten Inkubation mit
Coumestrol. Werte von Kontrollzellen wurden auf #@esetzt. Die dargestellten Kurven

entstanden nach Subtraktion mit den Losungsmittedu

Da nach 30 Minuten Inkubation weder mit den bishpetesteten Phytoestrogenen noch mit
17B3-Estradiol ein Effekt zu beobachten ist, wird einerSuch mit 0,1 pM und
1 pM Coumestrol durchgefuhrt, bei dem 80 Minutéqulriert wird.

Wie in Abbildung 40 zu sehen, ist selbst nach diémegen Inkubationszeit kein Effekt zu

erkennen.

Mit 17@3-Estradiol werden desweiteren noch achtstiindigadatton durchgefiuhrt, allerdings
ist auch dabei kein Effekt zu sehen. Nach acht d&&nnsind die eingesetzten Zellen

abgestorben, so dass keine langere Inkubationehgleitihrt werden kénnen.
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5.3.4 Wirkung von 1B-Estradiol auf Caco-2 Zellen
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Abb. 41: Extrazellulare Ansauerungsrate von Caco-2 Zellwrhr80 Minuten Inkubation mit
17B-Estradiol. Werte von Kontrollzellen wurden auf ¥0@esetzt. Die dargestellten Kurven

entstanden nach Subtraktion mit den Losungsmittedu

Nachdem bei MCF-7 Zellen, die vorwiegend den Egtnogezepton exprimieren, keine
Wirkungen auf die extrazellulare Ansauerungsrateedennen ist, wird abschlie3end noch
die Wirkung von 1B-Estradiol auf Zellen, die den Estrogen Rezegftoexprimieren,

gemessen.

In Abbildung 41 ist der Einfluss von f#Estradiol auf die extrazellulare Ansauerungsraie v
Caco-2 Zellen nach 30 Minuten Inkubation dargestel ist zu erkennen, dass analog zu den
MCEF-7 Zellen kein Effekt zu sehen ist.
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6 Diskussion

6.1 Messungen mit dem Biacore-System

6.1.1 Rezeptorverhalten

Der Versuchsansatz fur die Messungen beinhaltetrdiebation des reinen Rezeptors mit
dem Phytoestrogen. Da der aufgereinigte Rezepteir fon jeglichen stabilisierenden
Proteinen ist, ist davon auszugehen, dass er raohAdiftauen stark zur Aggregation neigt.
Des weiteren ist eine Bindung des reinen Rezepamorsdie DNA zu erwarten. Dieses
Verhalten wird in vivo durch die Anlagerung von Chaperonen an die relevan
Bindungsdoménen verhindert. Wie in Abbildung 1 ebemn ist, ist eine deutliche Bindung des
Rezeptors an die Chipoberflache ohne InkubationBsitogenen vorhanden. In zahlreichen
Publikationen [65,66,165-167] wurde postuliert, dder Rezeptor nur als Dimer mit einem
stochiometrischen Verhaltnis fur die ER-ERE-Binduran 2:1 bindet. In unserem Ansatz
konnte belegt werden, daissvitro der ER auch ohne Aktivierung bereits an das ERBédn
kann. Ob er allerdings als Monomer oder als Dimerdas ERE bindet, kann mit dieser

Methode nicht geklart werden.

Das SPR, das fur die Messungen verwendet wir@jinsmassenspezifisches Phanomen. Dies
bedeutet, dass das resultierende Signal sowohinglth&on der Massenkonzentration als

auch von der Stoffmengenkonzentration ist.

Das Signal des reinen Rezeptors steigt zeitabhaagigDies konnte durch die mdgliche
Aggregation nach dem Auftauen erklart werden. Bia. 60 Minuten nach dem Auftauen
kommt es zu einem nahezu linearen Anstieg des BigbDanach ist keine Aktivierung durch
17B-Estradiol (E2) und damit keine zuverlassige Megsmehr moglich. Daher wurde der im
Methodenteil beschriebene Versuchsansatz gewéahleiDwird der reine Rezeptor sowohl

zum Zeitpunkt O min, als auch zum Zeitpunkt 39 mjiziert.
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Dazwischen erfolgt die Injektion des internen Stadd (15 min; ER + 1 uM E2) und der zu
messenden Substanz (27 min). Dadurch kann zwisgmeim und 39 min ein Basisliniendrift
erfasst werden. Dieser scheint abhangig von Chaxtigot und Pufferzusammensetzung
(pH-Wert) zu sein.

In seltenen Fallen konnte auch ein negativer ief$ Rezeptors beobachtet werden. Dieser
kann dadurch erklart werden, dass die Rezeptormil@edehr schnell degradieren und damit

ihre Bindungsfahigkeit fur das ERE verlieren.
Im Allgemeinen schwankte der Drift fir beide Reneph von -5 bis +6 RU/min.

Es wurden diverse Versuche unternommen, diesent Qdf unterbinden. So wurde
2 mM EDTA zum FlieBpuffer gegeben, um eventuellmgtexierende lonen abzufangen. Es
wurde 1 mM DTT zugegeben, um Disulfidbriicken, diehsmoglicherweise bei der
Aggregation bilden, zu lésen. Schlie3lich wurde ctiurZugabe von verschiedenen
Konzentrationen an hsp90 versucht, die Aggregatiomermeiden. Allerdings hatte keine der

beschriebenen MalRnahmen einen Effekt auf das Rezeptalten.

Anderungen in der lonenstarke des FlieRpuffers ldEhohung der NaCl- oder Mggl
Konzentration und die Variation des pH-Werts fuhrteogar zu einem Verlust der
Bindungsfahigkeit des ER an das ERE. Dieses Phamomacht man sich bei der

Regeneration der Chipoberflache zunutze.

Um zuverlassige Messwerte zu erhalten, muss d@g#rdaher fir die Messungen jeweils
gemessen und anschlielend bei der Berechnung ddwiWi der getesteten Substanz
berucksichtigt werden.

6.1.2 Einfluss der Phytoestrogene

Mit Hilfe des Biacore-Systems konnte eine Methotabkgert werden, mit der der Einfluss
von Phytoestrogenen auf das Bindungsverhalten &arEdas ERE in der DNA gemessen

werden kann.
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Mit der bisher gangigen Methode, dem Kompetitiorss#dy mit radioaktiv markiertem

Estradiol, konnte nur das Bindungsverhalten desofgshs an den Rezeptor untersucht
werden. Inwiefern das gebundene Estrogen das Bgzdanhalten an die DNA beeinflusst,
konnte nicht abgeschatzt werden. Es war also bisladit mdglich, durch diese Methode

Aussagen daruber zu treffen, ob eine Substanz stigmfi oder antagonistisch wirkt.

In Abbildung 42 ist die klassische estrogene Sigaasduktion vereinfacht dargestellt. Zu
erkennen sind die drei Stufen des klassischengestem Signalweges. Stufe 1 ist die Bindung
des Estrogens an den Rezeptor, Stufe 2 die Bindesgaktivierten Rezeptors an das ERE
und Stufe 3 die Induktion der Expression verscmed&ielgene. Anhand dieser Abbildung

sollen die Ergebnisse der Messungen mit dem BiaSgstem eingeordnet werden.

Im Versuchsansatz erfolgen sowohl Inkubation degd@istrogens mit dem Rezeptor (Schritt
1), als auch die Bindung des aktivierten Rezeptorsdie DNA (Schritt 2) nacheinander,
wéhrend die von Kuiper et al. [1,2] gemessenen @igdaffinitaten der Phytoestrogene nur

den ersten Schritt beschreiben.

Estrogen []
—_= = = = = = = = o= e Zellmembran
= = = — = -
7| e A
///’ \\\
Kernmembran
Estrogen
O , 3
ER ER 1 olo Transkription
I
ER|ER
Estrogen Rezeptor DNA

Abb. 42: Vereinfachte Darstellung der klasischen estrogé&hignaltransduktion.
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Eine agonistische Wirkung fuhrt letztlich zur eggoen Wirkung, d.h. zur Transkription von
Zielgenen. Antagonistische Wirkungen kénnen nurreigin, indem zum einen eine Substanz
zwar an den Rezeptor bindet, diesen aber dann fiiclgine weitere Bindung an die DNA
aktiviert. Zum anderen kann die Verbindung auchideam, dass der Rezeptor zwar fiir eine
Bindung an die DNA aktiviert wird, dieser aber dmsgfiend keine Transkription von

Zielgenen herbeiftuhrt.

Kommt es nun zu unterschiedlichen Ergebnissen haisder Effektivitdt der Bindung an die
DNA (EBpna) und der Bindungsaffinitat der jeweiligen Substanzden Rezeptor (EB), so

kann der Einfluss der Substanz auf die Rezeptmiakting abgeschatzt werden.

Gleiche Werte flr EBya und EBr bedeuten, dass die Aktivierung der Rezeptorbindang

gleichem Mal3e wie die Bindung an den Rezeptor gtfol

EBpna << EBegr bedeutet, dass die Bindung des aktivierten Rezepio das ERE schwéacher
erfolgt als die Bindung des Estrogens an den Rereplie Substanz bindet also an den
Rezeptor, kann ihn aber nicht in gleichem MaledigrBindung an das ERE aktivieren. Es
besteht demnach ein Unterschied in der Effektivdtit Rezeptoraktivierung im Vergleich zu

17B-Estradiol.

EBpna >> EBer dagegen bedeutet, dass die Bindung des aktiviRézeptors an das ERE
starker erfolgt als die Bindung des Estrogens anRiezeptor. Die Substanz bindet also an
den Rezeptor und aktiviert diesen starker, alsueshddie Bindungsaffinitdt an den Rezeptor

Zu erwarten war.

In Tabelle 5 ist ein Vergleich der bisher bekann®@mdungsaffinititen mit den hier
gemessenen Werten dargestellt. Wie Tabelle 5 zsigfiir die meisten Verbindungen eine
gute Korrelation zwischen den Werten vorhanden.li@itia ergibt sich fur beide Messwerte
die gleiche Wirkungsreihe, wahrend teilweise Uribisde in den Zahlenwerten vorhanden
sind. Diese sind allerdings nicht sehr grol3, wéshakzunehmen ist, dass die Aktivierung des
Rezeptors fir die getesteten Verbindungen in gigicMalie erfolgt. Eine Ausnahme scheint
der Effektivitaitswert fur Genistein beim BRzu sein. Allerdings relativieren die

verhaltnismalRig hohen Standardabweichungen in Abbgd 27 diesen Effekt.
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Tab. 5: Vergleich der gemessenen Effektivitaten der Bimduan das ERE mit den

Bindungsaffinitaten der jeweiligen Verbindungerfeso bekannt.

Verbindung Estrogen Rezeptogr Estrogen Rezeptgf
Effektivitat | Bindungsaffinitat*| Effektivitat | Bindungsaffinitat*
(EBpna) (EBer) (EBpna) (EBer)
17B3-Estradiol 100 100 100 100
Genistein 0,2 4 8,3 87
Daidzein << 0,01 0,1 57 0,5
Coumestrol 4,6 20 133 140
Equol 1,3 2,2
ICI 182,780 300 --- ---
4’-O-Methylequol << 0,3 0,9
Ethyldaidzein << 0,03 0,1
Matairesinol << 0,03 << 0,04
0,01

Secoisolariciresian << 0,03

*Daten nach [1,2]

Fur Daidzein ergibt sich beim EBReine Effektivitdt die um mehr als eine GrélRenordnu

geringer ist, als die Bindungsaffinitat fir dend&mies kdnnte damit zusammenhéngen, dass

bei der Berechnung der Effektivititen eine loganigthe Regression verwendet wird,

wodurch sich bei sehr geringen Wirkungen die Schwagen der Methode wesentlich

deutlicher bemerkbar machen. Eine weitere mogliEhnklarung konnte aber auch eine
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geringere Fahigkeit von Daidzein sein, deroEfar eine Bindung an das ERE zu aktivieren,
als es durch die Bindungsaffinitat zu erwarten wBesm ER3 ist dagegen eine etwa um den
Faktor 10 grof3ere Effektivitat der Bindungsaktivieg im Vergleich zur Bindungsaffinitat
vorhanden. Dies spricht fur eine bevorzugte Aktwiey des ER durch Daidzein. Diese
Beobachtung steht in Einklang mit den Beobachtungem pS2-Assay, in dem durch
10 puM Daidzein in einer Zelllinie, die vorwiegencerd ERx exprimiert, dennoch ein

deutlicher Effekt auf der Ebene der Genexpressiperkennen war.

In Abbildung 22 ist eine Besonderheit von Coumésttoerkennen. Ab einer Konzentration
von 50 uM kommt es zu einer kompletten Inhibitiar @indung des ER an das ERE. Bei
niedrigeren Konzentrationen ist dagegen eine Imeaunahme der Bindung zu erkennen.
Eine Erklarung fir dieses Verhalten kdonnte ein damerender Effekt von Coumestrol ab
dieser Konzentration sein. In der Literatur ist solches Verhalten bisher nicht beschrieben.
Coumestrol ist also beim ERbis zu einer Konzentration von 50 uM als ein Agbrau
betrachten, wahrend ab 50 pM Coumestrol vollstareitagonistisch auf den ERwirkt.

Dagegen wirkt Coumestrol beim BRils reiner Agonist.

Mit Equol wurde ein reduktiver Daidzein-Metabolietgstet. Dieser scheint bei beiden
Rezeptoren gleichermal3en effektiv eine BindungaERE zu induzieren (Abb. 23 und 30),
wahrend die Ausgangssubstanz Daidzein beinx ERar keine erkennbare Wirkung zeigt,
beim ER3 dagegen mit einem Wert von etwa 6 deutlich aktend wirkt. Daher kann aus

Daidzein, einem spezifischen Aktivator desERurch Umwandlung zu Equol ein Aktivator
beider Formen des ER entstehen. Dies ist fur Meamwsaklevant, die in der Lage sind,

Daidzein zu Equol zu metabolisieren.

Ein purer Antagonist ist das ICI 182,780. Obwohimvetet wird, dass ICI die Bindung des
Rezeptors an die DNA verhindert, konnte bereiteggaverden, dass ein ICI/ER-Komplex
zwar an die DNA bindet, aber in einem deutlich ggeren Umfang [74,167]. Es wird daher
diskutiert, dass der gebildete Komplex den Transges Rezeptors in den Kern verhindert
und/oder zu einer schnellen Degradation des Rezeptch der Bindung fihrt. In unseren
Messungen konnte fur den EReine deutliche Bindung an das ERE gezeigt werden

(Abb. 24). Diese ist sogar starker als die Binddeg E2-aktivierten Rezeptors. Mit einem
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Effektivitatswert von 300 ist das ICI um den FakBmwirksamer als E2. Diese Ergebnisse
stehen in Einklang mit den Messungen von Cheskial.ef168]. Dort konnte auch eine
deutliche Aktivierung der Bindung des ICI/ER-Komy#s an das ERE beobachtet werden.
Diese Beobachtungen sprechen dafir, dass die amséigohe Wirkung von ICI spéater in der
Signaltransduktionskaskade stattfinden muss. Tlalishdkonnte bereits gezeigt werden, dass
die Transkriptionseinheit inaktiv ist [126,129]. 1IC182,780 manifestiert also seine
antagonistische Wirkung dadurch, dass es einenuBggplatz am Estrogen Rezeptor belegt,
diesen fur eine starke Bindung an das ERE aktjvieen letzten Schritt, die Estrogen

Rezeptor-vermittelte Genexpression, aber vollstidiibiert.

Mit 4’- O-Methylequol wurde eine Verbindung getestet, die #guol abgeleitet ist. Wahrend
beim ERx bis zu einer Konzentration von 10 uM keine Aktivieg der Bindung zu messen
war (Tab. 3), wurde beim HReine mit Equol vergleichbare Wirkung erzielt (ARR).
Ahnlich wie bei den Phytoestrogenen zeigt sich &is@ bevorzugte Aktivierung des BR
Durch Umwandlung von Equol zu ©-Methylequol kann es also zu einer Deaktivierung de

Wirkung beim ERt kommen.

Farin vitro Messungen wird haufig aufgereinigtes Daidzein wewhet. Ethyldaidzein ist eine
Verbindung, die nach der Aufreinigung von Daidzeis Begleitsubstanz isoliert werden
konnte. Physiologisch scheint sie zwar keine Raliespielen, dennoch wurde ein mdglicher

Einfluss dieser Verbindung auf das Bindungsverhalies Rezeptors untersucht.

Da bereits Daidzein beim ERkeine Bindungserhéhung bewirkte, war auch anzueehm
dass diese Verbindung keine Aktivierung zeigt. Dnes fir den ER auch der Fall (Tab. 3).
Dagegen konnte beim BRmit einem Effektivitatswert von 0,1 eine leicht&tiierung des
Rezeptors beobachtet werden (Abb. 31). In Anbetrdeh Tatsache, dass Daidzein selbst
beim ER3 nur eine recht schwache Erh6hung der Bindung éwkann bei diesem Effekt
nicht von einer vernachlassigbaren Wirkung gespnciverden. Allerdings relativiert sich
dieser Befund durch den mengenmaRigen UberschuRaddrzein bei der Aufreinigung.
Insgesamt scheint durch die Ethylgruppe die Wirkawnd den Rezeptor abgeschwacht zu

werden.
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AbschlieRend wurden noch die beiden Vertreter dgmndne, Secoisolariciresinol und
Matairesinol getestet. Wahrend Matairesinol bisemer Konzentration von 100 uM bei
beiden Rezeptoren keine messbare Bindungserhohamigkbe (Tab. 3 und Abb. 33), konnte
bei Secoisolariciresinol beim BReine sehr schwache Aktivierung beobachtet werden,

allerdings um vier GroRRenordnungen geringer war dds Wirkung von E2 (Abb. 34).

Dagegen war beim ERkein Effekt erkennbar (Tab.3).

In Abbildung 25 ist die kombinierte Wirkung von [daein und 1p-Estradiol dargestellt. Da
Daidzein bis zu einer Konzentration von 300 uM kekktivierung des ER zeigte, war es
geeignet, um eine magliche Inhibierung der Wirkwog E2 beim ER zu untersuchen. Es
wurde eine Mischung aus Daidzein und E2 eingeseati#t, Daidzein in 1000fachem
Uberschuss enthielt (100 uM Daidzein + 100 nM E2) konnte eine ca. 50%ige Hemmung
der E2-Aktivierung durch das anwesende Daidzeinbaelotet werden. Damit konnte die
antagonistische Wirkung von Daidzein gezeigt werdergroRem Uberschuss konkurrieren
die Daidzein-Moleklle mit den E2-Molekilen um dim@ung an den E®R Da eine Bindung
eines Daidzein-Moleklls an den Rezeptor keine @¢ehBimdung an das ERE zur Folge hat,
wird der Effekt von 100 nM E2 effektiv gehemmt.

6.1.3 Kinetische Analyse

Das Biacore-System bietet die Mdoglichkeit, die itaktion zwischen Rezeptor und ERE
kinetisch auszuwerten, d.h. die Geschwindigkeitskamten flr die Assoziation fkund die

Dissoziation (k) und die Gleichgewichtskonstante (K) zu bestimmen.

In diesem Falle war dies aber nicht moéglich, d& siehrere Reaktionen tberlagern kénnen
und daher kein Modell fur die Beschreibung der Bimgl zutreffend ist. In Abbildung 43 sind
die mdglichen parallel stattfindenden Reaktionemgestellt.
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1. Bindung eines nicht-aktivierten Monomers

2. Bindung eines nicht-aktivierten Dimers (Oligomers)
3. Bindung eines aktivierten Monomers

4. Bindung eines aktivierten Dimers (Oligomers)

Diese vier dargestellten Bindungsreaktionen konngleichzeitig stattfinden. Durch

Inkubation des Rezeptors mit einem Estrogen wird das Verhdaltnis der Reaktionen
untereinander moduliert. Daher kann fur dieses B{estem kein einfaches Bindungsmodell
fur die Berechnung der Konstanten zugrunde gelegtien.

6.1.4 Fehlerfaktoren

Um die Zuverlassigkeit der Messungen mit dem Biec®ystem gewahrleisten zu kdnnen,

mussen folgende Punkte in Betracht gezogen werden:

1. Wie bereits erwahnt, ist der Basisdrift des Rezspabhéngig von Charge, Aliquot
und Pufferzusammensetzung. Daher ist auf eine Igleid@ehandlung der
Rezeptorproben zu achten. Durch MitfUhrung eindsrimen Standards und einer

Messung des Drifts kann dieser Fehler eliminientdea.

2. Der Absolutwert der E2-Aktivierung ist stark chamgbhangig. So kann die
Aktivierung durch E2 von 1,2 bis zu 5-fach schwankde geringer dabei die
Aktivierung ist, desto geringer ist der aktivierbaAnteil an ER in der Charge.
Dadurch wird die Messung weniger empfindlich und Behler automatisch grof3er.
Dieser Fehler kann nur durch die Verwendung einmieeen Charge minimiert

werden.
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6.2 pS2-Assay

Die Messungen im pS2-Assay wurden durchgefuhrt,dem Effekt der Phytoestrogene auf
den letzten Schritt (Schritt 3) der in Abbildung 48argestellten estrogenen

Signaltransduktion, die Expression von Zielgenennessen.

Es konnte dadurch die gleiche qualitative Wirkuegsz erhalten werden (S. 75) wie fir die
Aktivierung der Bindung des ER an das ERE. Da die verwendeten MCF-7 Zellen
vorwiegend den E® exprimieren, stimmen diese Ergebnisse mit den daih Biacore-
System gemessenen Effektivitdten Uberein. Diesuiejedass die getesteten Substanzen die
Genexpression in gleichem Mal3e induzieren, wielgeBindung des Rezeptors an das ERE

aktivieren.

Im Falle von Daidzein war bei einer Konzentratioonv1l0 pM eine Induktion der
Genexpression zu erkennen, wahrend bei derselbeadftration im Biacore-System keine
Aktivierung der Bindung des ERzu messen war. Dies lasst sich zum einen daduktiren,
dass die Inkubation mit Daidzein im Biacore-Systét Minuten betragt, wahrend die
Inkubationszeit im pS2-Assay 72 Stunden betragtcbdie lange Inkubationszeit kann es zu
einer Summierung des Daidzein-Effekts kommen. Zunalegen ist bereits gezeigt worden,
dass MCF-7 Zellen zwar den ERn groRem Uberschuss exprimieren, daneben abardarc

ERP enthalten [169]. Hier konnte die Daidzein-Wirkwhgrch den ER vermittelt werden.

Genistein zeigte bei einer Konzentration von 10 jevie mit 10 nM 1p-Estradiol
vergleichbare Wirkung. Dies lasst auf eine um efvai GroRenordnungen geringere
Wirkung auf die Genexpression schlief3en, was ikleig mit den mit dem Biacore-System

erhaltenen Werten in Tabelle 5 steht.
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6.3 Zytosensor-Messungen

Um zu Uberprufen, ob die Wirkungen der Substanzsschlief3lich durch die Genexpression
vermittelt werden, oder eventuell auch direkte Wirgen auf den Metabolismus vorhanden

sind, wurden die Messungen mit dem Zytosensor dyfcitrt.

In den Abbildungen 38-40 sind die Ergebnisse flur RVIC Zellen dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass nach 30 Minuten Inkubation m3-EZtradiol, Genistein oder Daidzein kein
Effekt auf die Ansauerungsrate vorhanden war, wihaurch die Positivkontrolle EGF ein
etwa 15%iger Anstieg auftrat. Um zu untersucheneiole langere Inkubation eine Wirkung
herbeifiren kann, wurde 80 Minuten mit Coumestmlvbacht Stunden mit E2 inkubiert.

Hier war ebenfalls kein Effekt zu beobachten.

Dies bedeutet, dass Phytoestrogene keinen unnaitezibEinfluss auf den Metabolismus
haben und ihre anabole Wirkung hauptsachlich auf B®dulation der Expression

verschiedener Zielgene beruhen muss.

Da MCF-7 Zellen vorwiegend den ERexprimieren, wurde auch ein Versuch mit Caco-2

Zellen durchgefuhrt, die etwa gleiche MengeroERd ERB enthalten.

Wie in Abbildung 41 zu erkennen ist, trat auch hmerch 30 Minuten Inkubation kein
erkennbarer Effekt auf. Dies bestatigt die Vermgtunass die anabole Wirkung der

Phytoestrogene hauptsachlich Gber die Genexpregsromttelt wird.
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6.4 Physiologische Bedeutung

Der Verzehr von Soja-reicher Nahrung fuhrt zu Plkadfonzentrationen von 0,5 — 4 pM an
Genistein [170,171]. Die in der Litaratur bescheebn nicht ER-vermittelten
antiproliferativen Wirkungen von Phytoestrogenen Zellkultursystemen konnten ab
Konzentrationen von 10 pM beobachtet werden [173,1Daher scheinenn vivo

ER-vermittelte Effekte von Phytoestrogenen einehtigere Rolle zu spielen als nicht ER-

vermittelte.

Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationem \Rhytoestrogenen (etwa 10 nM —

100 uM) und damit die hier gemessenen Effekte basitlaher eine physiologische Relevanz.

Nach den in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuabedavon auszugehen, dass aufgrund des
lipophilen Charakters der Phytoestrogene im Zytasud dem Zellkern, wo letztlich die
Interaktionen der Rezeptoren mit der DNA stattfimdelie Inkubationskonzentrationen
erreicht werden. Daher sind die Ergebnisse der degsn mit dem Biacore-System fir den

getesteten Konzentrationsbereich iawivo Ereignisse Ubertragbar.

Estrogene und antiestrogene Wirkungen der Phytmpste werden durch Interaktion mit
dem ER vermittelt. Daher sind Wechselwirkungen dein ER bei diesen Konzentrationen
sowohlin vitro als auchin vivo von groRer Bedeutung. Die in dieser Arbeit durciigeen
Versuche leisten einen Beitrag zur besseren Clersierung der molekularen Mechanismen
agonistischer und antagonistischer Wirkungen voyid&istrogenen.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

BTA - basaler Transkriptionsapparat

Caco-2 - menschliche Dickdarmkrebszelllinie

DBD - DNA-Bindungsdomane

DEPC - Diethylpyrocarbonat

DMSO - Dimethylsulfoxid

DNA - Desoxyribonukleinséure

DTT - 1,4-Dithiothreitol

E2 - 1B-Estradiol

EAC - estrogen aktive Substanz

EC50 - ein 50% der Wirkung entsprechender Wert
EDC - N-Ethyl-N'-(Dimethylaminopropyl)carbodiimid
EDTA - Ethylendiamintetraessigsaure

EGF - Epidermal Growth Factor

ER - Estrogen Rezeptor

ERE - Estrogen Response Element

Fc - Flow Cell

FKS - Fotales Kalberserum

HBS-EP - HEPES-Puffer mit EDTA und Tensid
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HEPES
HPRT
Hsp
LBD
MCF-7
MEM
MOPS
MW
NHS
NLS
OHT
PBS
pS2
RT-PCR
RU
SDS
SERM
SHG
SHR
TrisHCI

VK

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethaf®nséure
Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase
Hitzeschockprotein
Ligandenbindungsdomane

Menschliche Brustkrebszelllinie

Minumum Essential Medium
3-Morpholino-1-propansulfonséure

Mittelwert

N-Hydroxysuccinimid

Kernlokalisierungssignal

4-Hydroxytamoxifen

Phosphat-gepufferte Salzlésung

Préasenilin

Reverse Transkriptase Polymerase-Kettktioea
Resonance Unit

Natriumdodecylsulfat

selektiver Estrogen Rezeptor Modulator
Sex-Hormon bindendes Globulin
Steroidhormonrezeptor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochtbr

Variationskoeffizient
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8.2 Liste der verwendeten Chemikalien

17B-Estradiol

4'-O-Methylequol

Agarose
B-Mercaptoethanol
Biotinylierte Oligonukleotide
Borsaure
Bromphenolblau
Chloroform

Coumestrol

Daidzein

DEPC

DMSO

EDC

EDTA

Equol

Estrogen Rezeptar undf3

Ethanol p.a.

Calbiochem, Bad Soden

Synthese durch Wahalaa et al.,

Helsinki, Finland
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Eastman Kodak Company
TCI, Tokyo, Kasei, Japan
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Biacore, Freiburg, Freiburg
Merck, Darmstadt
Plantech, York, UK
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Ethanolamin
Ethidiumbromid

Ethyldaidzein

Formaldehyd
Formamid

FKS

FKS — steroidhormonfrei
Genistein

Glycerol
Guanidin-Isothiocyanat
HBS-EP

HSP90

ICI 182,780
Isoamylalkohol
Isopropanol
MgCl,(6H-0)
Matairesinol

MEM

MOPS

Natriumacetat

Biacore, Freiburg, Freiburg
Merck, Darmstadt
Isolation durch G. Jerz et al.,
Universitat Braunschweig
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
C-C-pro, Neustadt/Weinseas
TCI, Tokyo, Kasei, Japan
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Biacore, Freiburg, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe
Tocris, Kadln
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Plantech, York, UK
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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NaCl

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
NaOH

Natriumpyruvat

NEAA (nicht-essenzielle Aminosauren)
NHS

PCR-Primer

Phenol

RPMI 1640

RPMI 1640 — phenolrotfrei
Sarkosyl
Secoisolariciresinol

SDS

Streptavidin

Tris

TrisHCI

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitemg Karlsruhe
Biacore, Freiburg, Freiburg
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlbeu
Sigma, Deisenhofen
Plantech, York, UK
Merck, Darmstadt
Calbiochem, Bad Soden
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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8.3 Liste der verwendeten Gerate und Verbrauchsmatialen

Amine Coupling Kit
Biacore X - Komplettsystem
Biamaintainance Kit
Brutschrank

Digitalwaage
Geldokumentationssystem
Gelkammer + Netzgerat
Einweg-Pipetten

Kanulen

Kryoréhrchen
Kuhlschrank
Kulturflaschen

Kuvetten

Lochplatten

Magnetrihrer

Mikroskop
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Reaktionsgefalle

pH-Messgerat

Biacore, Freiburg
Biacore, Freiburg
Biacore, Freiburg
Heraeus, Hanau
Sartorius, Gottingen

Biorad, Minchen
Biometra, Gottingen

Costar/Corning, USA

Braun, Melsungen
Nalgene, Hamburg
Liebherr, Ochsenhausen

Costar/Corning, USA

Hellma, Millheim

Costar/Corning, USA
Ika, Staufen

Nikon, Dusseldorf
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
ABgene, UK

Mettler Toledo, CH
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Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen
Pipettierhilfe Pipetus
Ready-To-Go-PCR-Kit
Reaktionsgefalle, 1,5/2 ml
Reaktionsgefalie, 15/50 ml
Spritzen

Sterilbank
Stickstoffbehalter
Thermocycler
Tiefkuhlschrank
Transwell-Kulturplatten fur Zytosensor
Ultraschall-Bad
Vakuum-Zentrifuge

Vortex Genie 2
Wasserbad

Zentrifuge, klein
Zentrifuge, grof3

Zytosensorsystem mit Computer

Perkin Elmer, Rodgau-Jugesheim

Eppendorf, KéIn
Eppendorf, KéIn
Hirschmann, Eberstadt
Amersham, Freiburg

Eppendorf, KéIn
Greiner, Frickenhausen

Braun, Melsungen

Heraeus, Hanau
Air Liquide, Dusseldorf
MJ Research, USA
Forma Scientific, USA

Costar/CamiUSA
Elma, Singen
Heto, DK
Scientific Industries, USA

Braun, Melsungen

Heraeus, Hanau

Jouan, Dreieich

Molecular Devices 8niiinchen
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8.4 Verwendete L6ésungen und Puffer

8.4.1 Biacore-Messungen

FlieRpuffer (in 200 ml)

TrisHCI 157g )

NacCl 1,759

MgCl»(6H,0) 0,4 g > pH 7,5 mit 1 N NaOH
Tween 20 40 ul

H2Obidet. 200ml )

Regenerationslosung

NaCl 0,25 M

NaOH 25 mM
HBS-EP

HEPES (pH 7,4) 0,01 M

NaCl 0,15 M

EDTA 3 mM

Sufacntant P20 0,005%
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Chipaktivierung
EDC (750 mg/10 ml)

NHS (115 mg/10 ml)

Streptavidin-Lésung
Streptavidin (1 mg/0,5 ml)

Acetatpuffer (pH 5,0)

40 pl

40 pl

10 pl

56 ul
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8.4.2 Zellkultur

FKS (steroidhormonfrei)

L-Glutamin

MCF-7 Medium
RPMI 1640 500 mi
Natriumpyruvat (100 mM) 5 ml
NEAA (100x) 5 ml
Penicilin 100 U/mi
Streptomycin 100 pg/ml
FKS 10%
L-Glutamin 150 mg

MCF-7 Magermedium
RPMI 1640 (phenolrotfrei) 500 ml
Natriumpyruvat (100 mM) 5ml
NEAA (100x) 5 mi
Penicilin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

5%

150 mg



8 Anhang

109

Caco-2 Medium
MEM
NEAA (100x)
Penicilin
Streptomycin

FKS

500 mi
Smi
100 U/ml
100 pg/ml

10%
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8.4.3 RNA-Isolation und PCR

Denaturierungslosung
H.O
Guanidin-Isothiocyanat
Natriumcitrat (0,75 M), pH 7,0
Sarkosyl, 10%

B-Mercaptoethanol

PBS

a) NaCl
NaHPO,

b) NaCl
NaHPO,
a) und b)

Chloroform/lsoamylalkohol
Chloroform

Isoamylalkohol

293 ml
250 g
17,6 ml
26,4 ml

7 pliml

22,8 g/l
4,25 g/l
22,8 g/l
4,13 g/l

1:1 mischen

49 ml

1ml
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MOPS (10x)
DEPC-HO
MOPS
DEPC-Natriumacetat (3 M)
DEPC-EDTA (pH 8)

DEPC-HO

RNA-Gelzusammensetzung
Agarose
MOPS (10x)
DEPC-HO

Formaldehyd

TBE (10x)
Tris
Borsaure
EDTA

DEPC-HO

800 ml
41,89
16,6 ml
20 ml

> 1l

0,69
5 ml
37,5 ml

7,5 ml

108 g/l
55 g/l
7,4 g/l

- 1l

\

—~—

.

pH 7,0 mit 1 HOH

pH 7,9 mit 1 N HCI
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Blue Juice
EDTA (0,25 M)
Glycerol (wasserfrei)

Bromphenolblau (5 mg/ml)

1,5ml

2ml

0,4 ml
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8.5 Sequenzen der im Biacore-System verwendeten @nukleotide

Folgende modifizierte Oligonukleotide wurden fle dilerstellung der Chipoberflachen im
Biacore-System verwendet:

spezifisches Oligonukleotid (ERE+)

3'-AGC TCT TTG ATCAGG TCACTGTGA CCTGAA CTT ACT CCC CCC GAG CAA
GTT CAG GTC ACA GTG ACC TGA TCA AAG A’-biotin

unspezifisches Oligonukleotid (ERE-)

biotin-3'-AGC TCT TTG ATC TTG ATC GAA CTA CTC GAA CTT ACT CC CCC GAG
CAA GTT CGA GCA GTT CGA TCA AGA TCAAG A-5’
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8.6 Exemplarische Darstellung eines Sensorgramms

2500
2000
—Fc1: ERE+
—FcZ: ERE-
- l\
] /
o 1000
=
@
[
2
3 500 1
m L -
0 f
-500
Assoziation Dissoziation Regeneration
-1000 T T T T T
-200 i} 200 400 600 800 1000 1200
Zeitins

Abb. 44: Sensorgramm einer Injektion von 50 nM EstrogeneRex 3. Deutlich zu erkennen

sind Assoziationsphase, Dissoziationsphase undRdgeneration der Chipoberflache durch
eine kurze Injektion des Regenerationsmittels.



8 Anhang 115

8.7 Darstellung eines RNA-Gels nach der RNA-Isolatn

Kontrolle

—

Kontrolle

0,1% Ethanol

0,1% Ethanol

10 nM 17B-Estradiol

10 nM 17B-Estradiol

Abb. 45: RNA-Gel zur Kontrolle der Integritat der isoliemtdRNA. 1 pl des RNA-Isolates
wird pro Tasche aufgetragen und das Gel zwei Stubeée 60V und maximaler Amperezahl
laufen gelassen. Zur Dokumentation wird das Gel3&8 nm abfotografiert. Zwei scharfe

Banden (18S und 28S RNA) weisen auf gute Integuitétgeringe Degradation hin.
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8.8 Darstellung eines DNA-Gels nach der PCR

Kontrolle
Kontroll e

Kontrolle

— I — ——

Kontrolle
0,1% Ethanol
0,1% Ethanol
0,1% Ethanol
0,1% Ethanol

DNA-Leiter

R—
—
—

10 nM 17B-Estradiol
10 nM 17B-Estradiol
10 nM 17B-Estradiol
10 nM 17B-Estradiol

1

418bp 213bp
pS2 HPRT

Abb. 46: Darstellung eines Gels nach elektrophoretischdtrénnung der PCR-Amplifikate.
Der Inhalt eines PCR-Tubes wird pro Tasche aufgetraund das Gel bei 100V ca. 90 min
bei maximaler Amperezahl laufen gelassen. Anscehdf3vird das Gel zur Dokumentation
bei 520 nm abfotografiert. Deutlich zu erkennerdgire beiden PCR-Amplifikate bei 418bp
(pS2) und 213bp (HPRT).



Publikationen

Publikationen

Publikationen in Fachzeitschriften

Kostelac D., Rechkemmer G., Briviba KRhytoestrogens Modulate Binding Response of
Estrogen Receptore and Sto the Estrogen Response Elemenfgric Food Chem, 2003.
51:7632-7635.

Kostelac D., Rechkemmer G., Briviba Kinfluss von Phytoestrogenen auf die Bindung von
Estrogen Rezepton an das Estrogen Response Elemémbensmittelchemie, 2003.:
2-3.

Hartwig A., Asmuss M., Ehleben I., Herzer U., KdateD., Pelzer A., Schwerdtle T., Birkle
A., Interference by Toxic Metal lons with DNA Repaio&ersses and Cell Cycle Control:
Molecular Mechanismgnviron Health Perspect, 2001L0(5): 797-799.

Kostelac D., Ehleben I., Hartwig AEinfluss von Co(ll) auf die Zellzykluskontrolle UV-
geschadigter Lungenkrebszelléebensmittelchemie, 20025(5): 132-133.

Posterbeitrage

Briviba K., Kostelac D., Rechkemmer hytoestrogens modulate binding response of
estrogen receptorg and S to the estrogen response elem@2L. International conference on
polyphenols, Helsinki, 25.-28.08.2004.

Kostelac D., Rechkemmer G., Briviba KPhytoestrogene modulieren die Bindung der
Estrogen Rezeptorea und £ an das Estrogen Response Elemdit. Wissenschaftlicher
Kongress der DGE, Miinchen, 11.-12.03.2004.



Publikationen

Kostelac D., Rechkemmer G., Briviba KPhytoestrogens modulate binding of estrogen
receptors a and S to the estrogen response eleme®it. Karlsruhe Nutrition Congress,
Karlsruhe, 12.-14.10.2003.

Kostelac D., Rechkemmer G., Briviba KPhytoestrogene modulieren die Bindung von
Estrogen Rezeptor alpha an das Estrogen Responemeht. 40. Wissenschaftlicher
Kongress der DGE, Potsdam, 13.-14.03.2003.

Kostelac D., Rechkemmer G., Briviba KEinfluss von Phytoestrogenen auf die Bindung von
Estrogen Rezeptora an das Estrogen Response Elemebeutscher Lebensmittel-
chemikertag, Frankfurt, 9.-11.09.2002.

Ehleben I., Herzer U., Kostelac D., Thuy C., Hag., Interference of As(lll), Cd(ll) and
Ni(ll) with cell cycle progression and control irbA9 human lung cellgl3. Fruhjahrstagung
der deutschen Gesellschatft fir experimentelle uimiskhe Pharmakologie und Toxikologie,
Mainz, 12.-14.03.2002.

Kostelac D., Ehleben I., Hartwig AEinfluss von Co(ll) auf die Zellzykluskontrolle UV-
geschadigter LungenkrebszellenGDCH Regionalverband Sud-West Arbeitstagung,
Kaiserslautern, 2.-3.4.2001.



Lebenslauf

Lebenslauf

von Drazen Kostelac

Personliche Daten:

Schule:
1982 — 1986
1986 — 1995
Studium:
1995 — 1996
1996 — 2001
2000

Dissertation:
Seit Juli 2001

Geburtsdatum: 20.03.1976 in Speyer
Staatsangehorigkeit: deutsch
Familienstand: ledig

Grundschule Klosterschule in Speyer

Gymnasium Friedrich-Magnus-Schwerd Gasium in Speyer
19.06.1995 Schulabschluss mit allgemeiner Hocheaife

Studium der Diplomchemie an der Usité@rKarlsruhe

Studium der Lebensmittelchemie an aévddsitat Karlsruhe
20.01.1999 Vorprufung der Staatsprufung fur Leb@tislchemiker

Wissenschaftliche Abschlussarbeit am Instfiit Lebensmittel-
chemie und Toxikologie der Universitat Karlsruhe:

Einfluss von Co(ll) auf die Zellzykluskontrolle.

14.05.2001 Zweiter Priufungsabschnitt der Staatgpgi fur

Lebensmittelchemiker

14.05.2001 Abschluss als Diplom-Lebensmittelchemik

Promotion am Institut fur  Ernahrypiggsiologie  der
Bundesforschungsanstalt fir Ernahrung und Lebetedmit
Einfluss von Phytoestrogenen auf die Bindung detrogen

Rezeptorem und S an das Estrogen Response Element.



