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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Die Bedeutung sekundérer Pflanzenstoffe aus der Ernédhrung fiir die Krankheitspravention
nimmt stetig zu. Dabei steht der Aspekt der primiren Pravention degenerativer Erkrankungen,
wie z.B. Herz-Kreislauf- und Krebserkrankungen im Vordergrund. Auch in der
Sekundérprivention gewinnen sogenannte Phytopharmaka an Bedeutung. Zunehmendes
Interesse erlangten in den letzten Jahren die Phytoestrogene, deren molekulare Mechanismen

im Stadium der Brustkrebs-Initiation in dieser Arbeit ndher untersucht wurden.

1.1 ERNAHRUNG UND KREBS

In den westlichen Industrienationen stellen Krebserkrankungen nach den Erkrankungen
des Herz-Kreislauf-Systems die zweithdufigste Todesursache dar. In Deutschland sterben
jéhrlich mehr als 211.000 Menschen (25 %) an den Folgen maligner Tumore [1]. Darunter ist
Brustkrebs die bei Frauen am héufigsten auftretende Krebserkrankung mit einer Inzidenzrate
von 26 % und einer Mortalitétsrate von 20 %. Erkrankungen der ménnlichen Brustdriise treten
eher selten auf (Inzidenz 0,2 %) [2]. Im weltweiten Vergleich z&hlt Brustkrebs zur
zweithdufigsten Krebsart bei Frauen mit 1,05 Millionen neuen Féllen pro Jahr (10 %), davon
tiber 50 % in entwickelten Landern, und zur fiinfthiufigsten Todesursache mit 373.000 Fallen
pro Jahr (6 %) [3]. Zu den Gebieten mit hochstem Erkrankungsrisiko gehdren Nordamerika,
Nord- und Westeuropa sowie Australien und Neuseeland.

Nur etwa 5% aller Krebserkrankungen beruhen auf genetischen Dispositionen, die
Mehrheit, etwa 75 %, werden durch exogene Faktoren wie Erndhrung und Lebensstil
(Tabakkonsum, Sexualverhalten, Alkoholmissbrauch) sporadisch ausgelost [4]. Daraus kann
man schlussfolgern, dass viele Krebserkrankungen vermeidbar sein sollten. Im Hinblick auf
die hohe Mortalitit, fiir das Mammakarzinom liegt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei
ca. 50 % [5], gewinnt die friihzeitige Prdvention der Karzinogenese zunehmend an

Bedeutung. In diesem Zusammenhang wird der Erndhrung eine zentrale Rolle zugeschrieben.
1.2 MAMMAKARZINOGENESE

1.2.1 AUFBAU UND ENTWICKLUNG DER BRUSTDRUSE

Die weibliche Brust (lat. mamma) (Abbildung 1.1), gebildet aus dem milchproduzierenden
Driisenepithel, Binde- und Fettgewebe (Stroma) sowie versorgenden Nerven und Gefillen,
liegt dem groBen Brustmuskel (Musculus pectoralis major) auf. Die Mammadriise besteht aus

15-20 verzweigten tubulo-alveoldren Driisenlappen, die ins lockere Bindegewebe eingebettet
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sind. Jeder Driisenlappen setzt sich aus

T
2' | B \\ —————— M. pectoralis major

kleineren Lappen (Lobules) und diese

M. pectoralis minor

4

wieder aus Milchblaschen (Alveolen)

i Rippe
08 x\ \\ . . . .
"r AR =S\ N zusammen, die von einem Zylinderepithel
.}‘}]} B o h Yol e
5

Fettgewebe
ausgekleidet werden. Die Alveolen stehen

Milchausfiihrungsgang . . . . .
(in Ruhe) iiber terminale Milchginge (terminal end

Brustuacze buds) mit den intralobuldren Ausfiih-

_ Mikhausfiihnungsgang rungsgingen (Ductules) in Verbindung,
(wahrend der Laktation)

== die in den Hauptmilchgang (Ductus)

—= Milchblaschen

einmiinden, welcher auf der Brustwarze

..................................... (Mamille) endet [6:7].
Abbildung 1.1: Feinbau der weiblichen Brustdrise

Die obere Bildhélfte zeigt das Brustgewebe in der Ruhe-
phase, die untere den Feinbau wéhrend der Stillperiode.

Die Entwicklung der Brust beginnt in der Pubertit und steht unter der Kontrolle
hypophysérer und ovarialer Hormone, der Erndhrung und von Wachstumsfaktoren [8]. Die
lobuldre Entwicklung steht nicht in Beziechung zum Alter sondern eher zur
Reproduktionsgeschichte. Bei postpubertiren kinderlosen Frauen iiberwiegen die am
geringsten differenzierten Strukturen der Lobules Typ 1 (5-6 Alveolen), die sich zu
Lobules Typ 2 (47 Alveolen) weiterentwickeln. Wahrend der Schwangerschaft verzweigt sich
das Brustparenchym weiter und bildet hoher differenzierte sekretorische lobuldre Strukturen
(Lobules Typ 3; 81 Alveolen). Im letzten Schwangerschaftstrimester dehnen sich die
Alveolen aus, um die Funktion der Milchsekretion erfiillen zu kénnen (Lobules Typ 4) und
sind wiahrend der gesamten Laktationsperiode prdsent. Danach entwickeln sich diese zu
Lobules Typ 3 und 2 zuriick. Mit dem Eintritt in die Menopause kommt es zur

Riickentwicklung zum proliferationsaktiven Lobules Typ 1 [9].

1.2.2 TUMORIGENESE

Krebs ist eine mehrstufige, multifaktoriell bedingte Erkrankung, die sich meist {iber einen
Zeitraum von vielen Jahren entwickelt und in deren Verlauf es zur Akkumulation von
Mutationen an zellwachstumsregulatorischen Genen (Protoonkogenen, Tumorsuppressor-
genen, Reparaturgenen) kommt. Der Prozess der Karzinogenese wird in die Stadien Initiation,
Promotion und Progression unterteilt. Ausloser sind sowohl exogene Faktoren (z. B. Pro-/
Kanzerogene, Rontgenstrahlung, onkogene Viren) als auch endogene Faktoren (z.B.

Hormone, reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Mutationen in der DNA Mismatch-Reparatur).
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Die Identifizierung frither maligner Verdanderungen in der Brust ist schwierig, da die
Evolution der Brusttumore noch nicht geklért ist. Bekannt ist, dass die Tumorentwicklung aus
proliferativen Erkrankungen, den Hyperplasien, hervorgeht, aber noch unbekannt ist, ob diese
préaneoplastischen Vorstufen fiir die Tumorigenese zwingend erforderlich sind. AuBlerdem ist
unklar, ob ein Ereignis der Progression zu einem malignen Tumor die Voraussetzung fiir ein
weiteres Ereignis darstellt, wie im Fall der Kolonkarzinogenese [10]. Ein Modell des
Mehrstufenprozesses der Brustkrebsentstehung zeigt Abbildung 1.2. Demnach rufen
Keimbahn-Mutationen in  Tumorsuppressorgenen, wie BRCAI, BRCA2, TP53,
Verdnderungen im Zellzyklus hervor. Die daraus resultierenden und weitergegebenen
Mutationen fithren zur Zellentartung. Ovarialhormone (17B-Estradiol (E2), Progesteron),
genetische Variationen in Genen der Steroidhormonbiosynthese (Cytochrom P450
Monooxygenasen (CYP) 17, CYP19) sowie Wachstumsfaktoren nehmen zusitzlich Einfluf}
auf die Zellteilungsrate und erhdhen das Risiko pradisponierter Zellen, einen malignen
Phinotyp auszubilden. Relevante somatische Mutationen, die durch die erhohte Proliferation

entstehen, sind noch nicht gefestigt, aber schliefen Mutationen im 7P53 und HER2 Gen ein.

17p-Estradiol, ‘ I

Progesteron
Genetische Wachstumsfaktoren
Variation (CYP17, (IGF-I, IGFBP3)
CYP19) ‘
| - &
[' | ( @3 ( fﬁﬁf ﬁ
Keimbahn- Akkumulation von
Mutationen genetischen Fehlern
(TP53,BRCAT1, wahrend der Zellteilung
BRCA2) (TP53, HER2)

Abbildung 1.2: Modell der Brustkrebsentstehung nach Feigelson et al. [11]

Zu den proliferativen Vorstufen gehoren duktale Hyperplasien sowie atypische Hyper-
plasien im Lobules bzw. Ductus, die das relative Risiko an Brustkrebs zu erkranken erhéhen.
Aus den letztgenannten entwickeln sich die prikanzerogenen Vorstufen duktale Karzinome
(DCIS) bzw. lobuldre Karzinome in situ (LCIS), welche mit einer Haufigkeit von 75 — 86 %
bzw. 12 % auftreten. Die Ursprungsorte fiir die DCIS sind die Lobules Typ 1, fiir die LCIS
die Lobules Typ 2. Wenn diese einen invasiven Phénotyp anzeigen, spricht man vom
invasiven duktalen Karzinom (IDC) bzw. invasiven lobuldren Karzinom (ILC). Die malignen
Zellen konnen die Basalmembran durchwandern und werden {iber das Blut und die Lymphe

in angrenzende Gewebe verteilt, wo sie Metastasen bilden [6;9].
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1.2.3 ATIOLOGIE DES MAMMAKARZINOMS

1.2.3.1 RISIKOFAKTOREN

Uber die Atiologie des Brustkrebses ist noch sehr wenig bekannt. Die bekannten Risiko-
faktoren erkldren nur einen geringen Anteil der Félle. Nur etwa 5 — 10 % aller Brusttumore
sind erblich bedingt, wihrend die Mehrzahl der Tumore (90 - 95 %) sporadisch unter dem
Einfluss exogener Faktoren entsteht [6;10].

Zu den erblichen Formen des Brustkrebses zihlen der ,,site-specific” Brustkrebs und das
Mamma- und Ovarialkarzinom-Syndrom mit Mutationen in den sogenannten ,high-
penetrance” Brustkrebsempfindlichkeitsgenen (hohes Brustkrebsrisiko fiir die Trager dieser
Allele) BRCAI und BRCA2. Diese Defekte sind fiir ca. 75% der familidren
Mammakarzinome verantwortlich. Weiterhin gehoren Ataxia Telangiectasia (47M), das Li-
Fraumeni-Syndrom (p53), die Cowden’s Disease (PTEN) und das Muir Torre Syndrom
(Mismatch-Reparatur und Mikrosatelliten-Instabilitit) zu den erblich bedingten Brustkrebs-
erkrankungen [6]. Die Tumorsuppressorgene BRCAI, BRCA2, p53, PTEN und ATM sind in
Prozesse der Erhaltung der genomischen Stabilitdt, der zelluldren Reaktion auf DNA-
Schiden, der transkriptionellen Regulation und Zellproliferation involviert [10].

Genetische Polymorphismen in ,low-penetrance® Brustkrebsempfindlichkeitsgenen
(geringes bis moderates Krebsrisiko fiir Allel-Trager) bestimmter Phase I- (CYP1A1 und
1A2; N-Acetyltransferasen NAT1, NAT2) bzw. Phase II-Enzyme (Glutathion S-Transferasen
(GST) M1, PI1, Tl), welche maBgeblich an der Biotransformation der Steroide und vieler
Xenobiotika beteiligt sind, werden ebenfalls im Zusammenhang mit einem erhdhten
Krebsrisiko diskutiert, ebenso wie DNA-Reparaturgene (XRCCI, XRCC3, ERCC4) [6].
Benigne Brusterkrankungen wie atypische Hyperplasien erhdhen das Risiko fiir Brustkrebs
um das 4-5-fache. Das Lebensalter zeigt einen linearen Zusammenhang zur Inzidenz, die
sich alle 10 Jahre verdoppelt [12].

Zu den gesicherten Risikofaktoren fiir die Entstehung von Brustkrebs gehoren die
endogenen Estrogene. Das vorherrschende, im Plasma zirkulierende Estrogen ist E2. Nur 1-
2 % zirkulieren frei, der Hauptteil (98 %) ist an Proteine wie Steroidhormon-bindendes
Globulin (SHBG) und Albumin gebunden [13]. Die lebenslange Estrogen-Exposition wird
durch verschiedene Variablen bestimmt: Zeitpunkt des Eintrittes in die Menarche, Alter bei
der ersten Schwangerschaft, Zahl der Schwangerschaften sowie Alter beim Eintritt in die
Menopause. Eine frithe Menarche (< 12 Jahre) erhoht das Brustkrebsrisiko um 23 % und eine
spiate Menopause (> 55 Jahre) um 20-50 % [14]. Dies geht einher mit der erhohten Anzahl an

ovulatorischen menstrualen Zyklen und somit einer erhdhten Exposition des Brustepithels mit
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Estrogenen. Liegt das Alter bei der ersten Schwangerschaft iiber 35 Jahre oder besteht
Kinderlosigkeit, dann ist das Risiko fiir Brustkrebs mehr als verdoppelt [15]. Ursache dafiir ist

der hohe Proliferations- und geringe Differenzierungszustand der Brustepithelzellen.

Es gibt zwei Paradigmen, die die

Mechanismen der Estrogene im Prozess der /

Brustkrebsinitiation beschreiben (Abbildung 1.3). @ m

vorherrschende Theorie ist mit deren

wachstumsstimulierenden Effekten assoziiert. Eine Estrogen Rezeptor- DNA-Schadigung
. . . vermittelte - Oxidative DNA-
erhohte Zellproliferation hat  vermehrte Signaltransduktion Schiiden via
l Redoxcycling
Zellteilungen und somit die Moglichkeit einer ;_?NA'Add?“‘w.
pidperoxidation
Zellwachstum und

erhohten Mutationsrate zur Folge [16]. Die neuere Zeldifferenzierung
(spontane Mutationen)
Theorie beschreibt die indirekte und direkte \

Genotoxizitdit der Estrogen-Metabolite, den -
Initiation====p Promotion

Catecholestrogenen [17].

Abbildung 1.3: Estrogene als Karzinogene
(modifiziert nach [17])

Catecholestrogene entstehen durch Hydroxylierung von E2 bzw. Estron in der C2- bzw.
C4-Position, katalysiert durch CYP1A1l, 1A2, 1B1, und werden iiber die intermediiren
reaktiven Semiquinone zu den genotoxischen Quinonen metabolisiert (Abbildung 1.4). Die
wihrend des Redoxcyclings zwischen Semiquinonen und Quinonen entstehenden ROS rufen
indirekt DNA-Schédden hervor, wahrend Estrogen-Quinone direkt DNA-Addukte bilden [17].

Exogen zugefiihrte Estrogene durch orale Kontrazeptiva und postmenopausale Hormon-
substitution (Hormone Replacement Therapy) werden in Bezug auf das Brustkrebsrisiko
kontrovers diskutiert. Durch die Einnahme erhoht sich das Erkrankungsrisiko, sinkt jedoch
wieder nach Absetzen der Hormone [18;19].

Wachstumsfaktoren koénnen die Initiation der Mammakarzinogenese ebenfalls fordern.
Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I), ein Peptidhormon, wirkt mitogen und hemmt die
Apoptose [20]. Eine hohe IGF-I-Konzentration ist somit ein vorhersagender Biomarker fiir
die Brustkrebsentwicklung, v. a. in premenopausalen Frauen [21].

Zu Umwelt-assoziierten Risikofaktoren fiir das Mammakarzinom zdhlen ionisierende
Strahlung [22] und Xenoestrogene (endocrine disrupters) wie Organochloridverbindungen
[23]. Diese stabilen und lipophilen Verbindungen konnen sich in der Nahrungskette
anreichern und zeigen nach Aufnahme eine hohe Persistenz im Korper, u. a. im Fettgewebe
der Brustdriise. Sie konnen in aktivierte Estrogenmetabolite (16a-Hydroxyestron)

umgewandelt werden und somit DNA-Schédden verursachen [10].



Einleitung 6

GPx

H,0
. H.O GSH
prunry _Mypothalams H,0 + Y2 02‘2% th()n Konjugate
\‘;?;' O, 0O, GSTPLﬁ
3 \\\ CYPIAL P&Zﬂ? M1, T1
f | w2 142,181 2-OH-E2 F2-23-8Q Peosdse E23.Q)
z . 1\,(“ /4-OH-E2 E2-3,4-5Q £2-34-Q
« .'.i e COMT SL% , %GTW
GSTP1 GSH
CYP1A1, I;II,Af/] Konjugate DNA &
B@P —— B@P-78- === B@P-7,8- ——= B(a)P-7,8- _>Sch"di b
» epoxid dihydrodiol dihydrodiol-9,10- adigung
" epoxid (BPDE) I

4-hydroxy-2-
/ nonenal (HNE)
jdagion ﬂ GSTA4
GSH

o]
o= Lip"dpetom HW/\,CM

OH

Konjugate

Abbildung  1.4: Darstellung  ausgewahlter  Brustkrebs-Risikofaktoren  (Estrogene, PAK,
Lipidperoxidationsprodukte) mit ihren Aktivierungs- und Entgiftungswegen

(E2: 17B-Estadiol; 2-, 4-OH-E2: 2-, 4-Hydroxy-Estradiol; E2-2,3(3,4)-SQ: Estradiol-Semiquinon; E2-2,3(3,4)-
Q: Estradiol-Quinon; B(a)P: Benzo(a)pyren; ROS: reaktive Sauerstoffspezies; GST: Glutathion S-Transferase;
GSH: Glutathion; CYP: Cytochrom P450 Monooxygenase)

Zu den sogenannten Brustkrebsrisiko-beeinflussenden Lifestylefaktoren gehdren die
Erndhrung, der Body Mass Index (BMI), die sportliche Aktivitit, der Alkoholkonsum sowie
das Tabakrauchen. Risikoerh6hend ist eine Ernahrung, welche reich an Fleisch, tierischen
Fetten, raffinierten Kohlenhydraten (Zucker und Stirke) und arm an Obst und Gemiise sowie
Ballaststoffen ist (,, Western style diet™) [24]. Eine Meta-Analyse zum Fleischkonsum zeigte
jedoch keine signifikante Assoziation zwischen dem Gesamtfleischkonsum, rotem und
weilem Fleisch und dem Brustkrebsrisiko [25]. Demgegeniiber bestimmt aber die
Zubereitungsart wie starkes Grillen und Braten das Risiko. Dafiir verantwortlich gemacht
werden Inhaltsstoffe wie polyzyklisch aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) (Abbildung
1.4) und heterozyklische aromatische Amine (HAA), die nach Aktivierung zu DNA-Addukten
und somit zur Induktion von Mutationen fiihren kénnen [26]. Im Hinblick auf eine hohe
Gesamtfettaufnahme und Brustkrebs zeigen frithe epidemiologische Studien einen positiven
Zusammenhang [27], jedoch neuere Daten bestdtigen dies nicht [28]. Eine Risikoerhohung
wurde nur beobachtet, wenn man zudem die Gesamtkalorienaufnahme, den Protein-, Zucker-
und Alkoholkonsum betrachtete [29]. Die mogliche Risikobeeinflussung durch Fette
geschieht iiber den Estrogenmetabolismus. So wird die 16a-Hydroxylierung der Estrogene

(hohe estrogene Aktivitdt) gefordert und die 2-Hydroxylierung (geringe estrogene Aktivitét)
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gehemmt [29]. Desweiteren spielen Lipidperoxidationsprodukte aus der Oxidation mehrfach
ungesdttigter Fettsduren bei der Krebsentstehung eine wichtige Rolle (Abbildung 1.4) [30].

Weitere Risikofaktoren, die eng mit einer hochkalorischen Erndhrungsweise verbunden
sind, sind ein hoher BMI und Bewegungsmangel. Bei der Bewertung des BMI gehen zum
einen die KorpergroBe und zum anderen das Korpergewicht ein. Ein schnelles Grofen-
wachstum in jungen Jahren stimuliert das Wachstum der Mammaepithelzellen und macht sie
so anfilliger fiir prikanzerogene Lasionen [23]. Die Beziehung zwischen dem BMI und dem
Brustkrebsrisiko ist abhingig vom menopausalen Status. Bei prdmenopausalen
{ibergewichtigen Frauen (BMI > 31 kg/m”) besteht keine Risikoerhdhung, wihrend diese bei
postmenopausalen Frauen (BMI > 28 kg/m”) 30 % betragen kann [31]. Diese Effekte beruhen
moglicherweise auf der Modifikation endogener Estrogenspiegel. Die Umwandlung von
Androstenedion zu Estron durch die Aromatase (CYP19) im peripheren Fettgewebe findet bei
Frauen jeden Alters statt. Allerdings geschieht die E2-Produktion in der Prdmenopause
hauptsdchlich in den Ovarien, die dann moglicherweise durch einen negativen Feedback-
Mechanismus gehemmt wird. In der Postmenopause findet die Estrogensynthese
ausschliefllich im peripheren Fettgewebe statt, die nicht durch solch einen Feedback-
Mechanismus kontrolliert wird. Somit sind die Serum-E2-Konzentrationen erhoht. Auflerdem
sinken mit zunehmenden BMI die Spiegel des SHBG im Blut, so dass die Konzentration des
frei verfligbaren E2 ansteigt [32].

Eine lineare Korrelation besteht zwischen dem Brustkrebsrisiko und dem Alkoholkonsum
(> 10 g/ Tag) [33]. Jede weitere Erhohung um 10 g erhoht das Risiko um zuséitzliche 7 %
[34]. Dabei stellt Ethanol selbst kein Karzinogen dar, aber sein Metabolit Acetaldehyd.
Weitere Wirkungsmechanismen sind die Induktion von oxidativem Stress, die Erhéhung der
Zellmembranpermeabilitdt und somit erleichterter Transfer von Karzinogenen in die Zelle
sowie die Erhohung der Serum-Estrogenspiegel, v.a. des 16a-Hydroxyestron. Auch
genetische Polymorphismen wie Deletionen der Gene AGSTMI, hGSTT! und ADH I
(Alkohol-Dehydrogenase II) bestimmen das individuelle Risiko [35].

Studien, die das Rauchen und dessen Einfluss auf das Brustkrebsrisiko untersuchten,
lieferten kontroverse Resultate. Statistisch signifikante Effekte ergaben sich aus dem
frithzeitigen Beginn und starkem Konsum [36]. Zigaretten enthalten eine Vielzahl an
mutagenen Karzinogenen, darunter PAK (Abbildung 1.4), HAA und N-Nitrosoamine. Ein
weiterer kanzerogener Mechanismus ist die Erzeugung von ROS [37]. Zwei Studien, die das

Passivrauchen untersuchten, zeigten sich widersprechende Ergebnisse [38;39].
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1.2.3.2 PROTEKTIVE FAKTOREN

Die meisten  Brustkrebsrisikofaktoren  stehen mit  gynédkologischen  bzw.
endokrinologischen Ereignissen in Verbindung. Beziiglich der Protektion von Brustkrebs
spielen reproduktive Faktoren ebenfalls eine Rolle, da sie zu einer Verminderung der
Estrogen-Exposition des Brustepithels fiihren. Eine spdte Menarche und eine friihe
Menopause senken das Risiko um 30-50 % [40]. Eine Schwangerschaft in jungen Jahren
(£ 20 Jahre) sowie mehrere Schwangerschaften vermindern ebenfalls die Brustkrebsinzidenz
[15]. Als zugrundeliegende protektive Mechanismen werden die friihe Differenzierung des
Brustepithels und die damit niedrigere Proliferationsrate und verbesserte DNA-Reparatur
diskutiert [9]. Auch eine verlidngerte Laktationsperide ist mit verminderten Risiko assoziiert
[41]. Zudem konnen operative FEingriffe wie prophylaktische Mastektomien das
Erkrankungsrisiko hemmen. Diese Methoden werden v.a. bei pridisponierten Frauen
diskutiert [40].

Dass Modifikationen der Lifestylefaktoren das Brustkrebsrisiko vermindern, ist bisher
nicht statistisch gesichert, aber sie sind allgemein mit einer verbesserten Gesundheit
verbunden. Einige konnen die Hormonspiegel und somit das Krebsrisiko beeinflussen.

Auch wenn Studien zur Gesamtkalorien- und Fettaufnahme keine -eindeutigen
Zusammenhdnge zum Brustkrebs zeigen konnten, lauten die Empfehlungen, das
Normalgewicht zu halten und die Aufnahme fettreicher Lebensmitteln, v. a. solche tierischen
Ursprungs zu limitieren [42]. Der Verzehr von mehrfach ungesittigten pflanzlichen Olen
sowie Fischolen (@ 3-Fettsduren) stellt eine Risikoverminderung dar [43], der Verzehr von
Gemuse und Obst moglicherweise auch [44]. Eine Meta-Analyse, durchgefiihrt von Gandini
et al., beschreibt eine negative Korrelation zwischen dem Gemiisekonsum und Brustkrebs, die
in geringerem Mafe auch zum Obstkonsum besteht [45]. Allerdings konnte die EPIC-Studie
diese Zusammenhinge nicht belegen [46]. Fiir Brassica-Gemiise (Brokkoli) ist die Datenlage
gesichert. Die enthaltenen Isothiocyanate beeinflussen die endogenen Hormonspiegel
zugunsten der nicht-genotoxischen 2-OH-E2 [47]. Fir die potenziell antikanzerogene
Wirkung von Gemiise und Obst werden ausserdem verschiedene Mikrondhrstoffe wie
antioxidative Vitamine, Mineralstoffe, sekundire Pflanzenstoffe sowie Ballaststoffe
verantwortlich gemacht. Vitamin C [27;45;48], Folsaure [49] und Lycopin [48] zeigten
protektive Effekte auf die Mammakarzinogenese, wihrend die Datenlage fiir Carotinoide,
Vitamin E, Retinol und Selen kontrovers ist [45;50;51]. Risikovermindernde Effekte wurden
auch fiir Ballaststoffe beschrieben [52]. Sie nehmen Einfluss auf den enterohepatischen

Kreislauf der Steroidhormone. Durch ein erhdhtes Stuhlvolumen und eine schnellere
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Transitzeit erhoht sich die fiakale Ausscheidung der Steroide [53]. Ausserdem nimmt die Diét
Einfluss auf den 2-/4-Hydroxyestron-Quotienten (2-OH-E1/4-OH-E1), der bei Brustkrebs
erhoht ist. Eine Protein-reiche Kost erhoht und eine Kohlenhydrat- und Ballaststoff-reiche
Kost erniedrigt den Quotienten [29]. Den z.Z. bedeutendsten ernidhrungsabhingigen
protektiven Einflussfaktor auf die Mammakarzinogenese stellen die Phytoestrogene
(Isoflavonoide, Lignane) dar. Die geografischen Unterschiede in der Krebsinzidenz, die
einhergehen mit geografischen Variationen in der Erndhrungsweise, bekréftigen dies.
Allerdings sind die epidemiologischen Daten beziiglich Phytoestrogen-Verzehr und
Brustkrebs wenig iibereinstimmend [54-56]. Sicher scheint jedoch der protektive Effekt eines
frithzeitigen Soja-Konsums in der Adoleszenz zu sein [57;58]. Hinsichtlich der Aufklarung
der Wirkmechanismen dieser Substanzen besteht noch grofer Forschungsbedarf.

Zu den sogenannten Lifestyle-Faktoren zdhlt auch die sportliche Aktivitat, die mit einer
Risikoverminderung assoziiert ist, wenn diese v. a. beginnend in der Kindheit und Pubertit
ausgefiihrt wurde. Dies fiihrt zu einer Starkung der Immunfunktionen, zu einer Reduktion des
Korperfettes und zu einem spdteren Eintritt in die Menarche und somit zu geringeren
zirkulierenden Estrogenspiegeln [59].

Aufgrund der Fahigkeiten von Alkohol, die Serum-Estrogenspiegel zu erhohen, den
hepatischen Metabolismus zum karzinogenen Acetaldehyd zu stimulieren, die Aufnahme von
Karzinogenen in Zellen zu verbessern und die Aufnahme und Bioverfiigbarkeit von
protektiven Néhrstoffen zu vermindern, wird empfohlen, den {ibermiBigen Alkoholkonsum

(> 10 g/ Tag) zu vermeiden [40].

1.2.4 EPIDEMIOLOGIE DES MAMMAKARZINOMS

Die Brustkrebs-Inzidenzraten stiegen in den letzten 20 Jahren stetig an. Risikogebiete sind
Nordamerika, Australien und Neuseeland sowie Nord- und Westeuropa. Im Vergleich zu
China, Japan und anderen asiatischen Léndern liegt die Mortalitét 3-6-fach hoher (Abbildung
1.5). Aber es existieren auch regionale Unterschiede in Europa. Linder wie Finnland,
Schweden, Spanien und Italien weisen niedrigere Krebsinzidenzraten auf [3]. Auf der Suche
nach den Hintergriinden gaben Migrationsstudien Aufschluss dariiber, dass die Lebensweise
und die Erndhrung die Hauptursachen dieser Unterschiede sind [60]. Zahlreiche
epidemiologische Studien weisen auf eine inverse Beziehung zwischen dem Brustkrebsrisiko
und einer Erndhrung reich an Soja- und Vollkornprodukten, speziell Roggen und Leinsamen
hin. Die wertgebenden Inhaltsstoffe, denen die protektiven Wirkungen zugeschrieben werden,

sind die bereits erwéhnten Phytoestrogene, zu denen die Isoflavone und Lignane gehoren. Es
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wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese die Brustkrebs-Inzidenz durch Verdnderung der

Steroidhormon-Produktion, deren Metabolismus sowie deren Wirkungen beeinflussen [61].

Niederlande (2) Niederlande

Grossbritannien (3) Grossbritannien

Deutschland (8) Deutschland

USA (12) USA

Spanien (25) Italien

Finnland (26) Finnland

Japan (44) Japan

China (45) China

o s 1 15 2 5 B 3 5 1 2 3 4w 0
Mortalitat pro 100.000 Einwohner Isoflavon-Aufnahme (mg / Tag)
Abbildung 1.5: Internationaler Vergleich der Brustkrebs-Mortalitétsraten (pro 100.000 Einwohner)
(links) und der Isoflavon-Aufnahme (mg pro Tag) (rechts)
(verindert nach [3;55;62-67]

Die niedrige Privalenz von Brustkrebs in Asien ist eng mit einer Erndhrung, die reich an
Sojaprodukten ist, assoziiert. Die geschitzte tégliche Soja-Aufnahme betrdgt ca. 10-50 g in
Asien im Vergleich zu nur 1-3 g in den USA und Europa [68]. Diese Zahlen entsprechen
einer geschitzten tdglichen Isoflavon-Aufnahme von 15-100 mg in Asien [62;63;69] versus
0,5-3 mg in den USA und weniger als 1 mg in Europa (Abbildung 1.5) [55;64-66]. Daraus
resultieren Isoflavon-Plasmakonzentrationen von ca. 760-950 nM in Asiaten [70-73] und ca.
10-50 nM in Europdern [72;74]. Vegetarier weisen im Vergleich zu Omnivoren ca. 4-fach
hohere Plasmakonzentrationen auf, wie eine finnische Studie belegt [75]. Es gibt experimen-
telle Befunde, die zeigen, dass die Isoflavone zur Inhibierung der Brustkrebs-Entwicklung
und damit zu den chemoprotektiven Eigenschaften der Sojaprodukte beitragen [76;77].

Eine Erndhrung, die reich an Vollkornprodukten, Beeren und bestimmten Gemiisen ist,
korreliert mit hoheren Plasmaspiegeln und einer erhohten renalen Exkretion von Lignanen,
was mit einer erniedrigten Brustkrebs-Priavalenz einhergeht [78;79]. Die tdgliche Lignan-
Aufnahme, dazu zdhlen die pflanzlichen Vorstufen Matairesinol und Secoisolariciresinol,
liegt in Europa und den USA unter 1 mg (601 pg/d bzw. 578 pg/d) [64;67]. Daraus
resultieren erreichbare Enterolacton-Plasmakonzentrationen bei Europdern von 20-70 nM [79-
81]. Asiaten weisen vergleichbare Plasmaspiegel auf. Bei einer ausschlieBlich vegetarischen
Erndhrungsweise sind die Enterolacton-Gehalte im Plasma erhoht (ca. 90 nM) [75].

Die epidemiologische Datenlage, das Brustkrebsrisiko und die Phytoestrogenaufnahme

und/oder renale Ausscheidung betreffend, ist jedoch nicht konsistent. So zeigten einige
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Studien keinen Einfluss der Soja-/Lignan-Aufnahme [46;82] bzw. der renalen Ausscheidung
[54;83] auf das Brustkrebsrisiko.

1.3 PHYTOESTROGENE

1.3.1 EINTEILUNG, VORKOMMEN UND GEHALTE IN LEBENSMITTELN

Sekundire Pflanzenstoffe (Phytochemicals), denen gesundheitsfordernde Wirkungen
nachgesagt werden, gewinnen zunehmend Bedeutung in der Primérpridvention durch die
Erndhrung [84]. Insbesondere die Phytoestrogene sind in den letzten Jahren verstirkt in den
Mittelpunkt des Interesses geriickt.

Phytoestrogene sind ihrer Definition durch die ,,British Working Group on
Phytoestrogens nach pflanzliche Substanzen oder Metabolite, die biologische Effekte in
Vertebraten induzieren und die Wirkungen von endogenen Estrogenen gewohnlich durch
Bindung an die Estrogenrezeptoren (ER) nachahmen bzw. modulieren konnen [85]. Aus
chemischer Sicht gehoren sie zu den Polyphenolen und sind in 4 Strukturklassen unterteilt:
die Isoflavone, die Coumestane, die Prenylflavonoide sowie die Lignane (Abbildung 1.6). Die
diphenolischen, nicht-steroidalen Pflanzenverbindungen weisen Strukturdhnlichkeiten zu den
menschlichen Estrogenen auf (Abbildung 1.6), wovon sich deren estrogen-mimetische
Wirkung ableiten ldsst [86]. Dabei ist der rdumliche Abstand zwischen den beiden
aromatischen Hydroxylgruppen am C-7 und C-4" der Isoflavone, der identisch ist mit dem

zwischen den Hydroxylgruppen am C-3 und C-17 von E2, von Bedeutung [87].

Isoflavone Coumestane Prenylflavonoide Lignane Estrogene
OH
o4 CH,0. o
OH
0 OH OH
| HO
O
R, OH
o R
HO 2 HO
HO Q OCH, HO
HLC CH, OH
R;=H, R,=H Genistein Coumestrol 8-Prenylnaringenin Secoisolariciresinol 17p-Estradiol
R,=H, R,=OH Daidzein
R,;=0CH,, R,=H Glycitein

Abbildung 1.6: Strukturklassen der Phytoestrogene im Vergleich zu Estrogenen

Isoflavone kommen in der Familie der Leguminosen (Fabaceae), denen Soja-, Mungo-,
weitere Bohnensorten sowie Erbsen angehoren, vor, aber auch im Klee. Die mengenmaBig
hochsten Gehalte der biologisch aktiven Isoflavone Genistein (GEN) und Daidzein (DAI)
sind in Sojabohnen und den traditionellen asiatischen Sojaprodukten (Sojamilch, Tofu, Miso,

Tempeh) zu finden. Aber auch Sojamehl, Sojaprotein-Konzentrate und Isoflavon-Isolate
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weisen hohe Isoflavonkonzentrationen auf. Diese Produkte werden in westlichen Léndern in
der Lebensmittelindustrie zur Erzeugung der sogenannten ,,second generation soy foods*
(Fleischanaloge, Joghurt, Kése, Milch) eingesetzt (Tabelle 1.1) [88] und gewinnen somit in

der Ernédhrung zunehmend an Bedeutung.

Tabelle 1.1: Phytoestrogen-Gehalt in Lebensmitteln (mg/100g) (aus [76;89;90])

Lebensmittel GEN DAI SECO MAT
Sojabohnen 13-138 13-101 0,01-0,27 Spuren
Sojamehl 2,8-144 1,7-123 0,13 0
Sojamilch 1,1-11 1,1-9,8 0 0
Tofu 8-21 6,3-11 0 0
Tempeh 29-42 18-41 0 0
Miso 12-52 7,1-37 0 0
Sojaprotein-Isolate 27-105 7,7-69 0 0
Sojaprotein-Konzentrat 40-76 17-91 0 0
Sojakise 2,0-38 1,4-21 0 0
Sojagetrank 2,1-7,1 0,7-4,1 0 0
Mungobohnen-Sprossen 1,9 0,75 0,47 0,001
Leinsamen 0 0 370 1,1
Roggen 0 0 0,47 0,17
Brokkoli 0,007 0,005 0,41 0,02
Karotten 0,002 0,002 0,2 0,003
Obst 0-0,02 n.d. n.d.
Erdniisse 0,08-0,39 0,01-0,05 0,33 Spuren
Schwarztee 0 0,03 2,5 0,19
Kaffee 0 0 0,72 n.d.

In den Sojapflanzen und Sojaprodukten liegen die Isoflavone als Zuckerkonjugate
(Genistin, Daidzin) vor, die zusétzlich mit Malonyl- und Acetylresten verestert sein konnen
[85]. Demgegeniiber dominieren in fermentierten Sojaprodukten (Miso, Tempeh) die
Aglykone, da der Zuckerrest bei der Fermentation durch die Mikroorganismen enzymatisch
abgespalten wird [91]. Weiterhin wurden hydroxylierte GEN- (8-OH-GEN) und DAI-
Metabolite (6- und 8-OH-DAI) detektiert, deren Bildung auf mikrobielle CYP-Aktivititen
zuriickzufiihren ist [92;93]. In Lebens- und Futtermitteln (Klee, Alfalfasprossen) kommen
vereinzelt Formononetin und Biochanin A, 4’-Methylderivate des DAI und GEN, vor [94].

Coumestane mit dem Hauptvertreter Coumestrol sind hauptséchlich in Klee aber auch in
Soja-, Mungobohnen-Sprossen und Alfalfa zu finden [76]. Prenylflavonoide wie 8-Prenyl-
naringenin und Xanthohumol sind im Hopfen enthalten [95].

Pflanzliche Lignane, chemisch gesehen di-1,4-Benzylbutane, sind weit in der Natur

verbreitet und in Vollkornprodukten, Leinsamen, Beeren, Friichten, Gemiise, Niissen, Tee und
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Kaffee zu finden (Tabelle 1.1) [76]. Vertreter sind Secoisolariciresinol (SECO), Matairesinol
(MAT), Pinoresinol, Lariciresinol, Syringaresinol und Arctigenin [96]. Sie stellen Vorstufen
der beiden Sdugerlignane Enterodiol (END) und Enterolacton (ENL) dar.

Die Variabilitdt der Phytoestrogen-Konzentrationen in Pflanzen ist abhéngig von der
Pflanzenspezies, der Art, der geografischen Lage und dem Klima [97]. Die fiir die westliche

Erndhrung relevanten Phytoestrogen-Klassen sind die Isoflavone und die Lignane.

1.3.2 BIOVERFUGBARKEIT

Bioverfiigbarkeit definiert den Anteil eines aufgenommenen essentiellen Néhrstoffes, der
fiir normale physiologische Funktionen genutzt wird [98]. Ubertragen auf nichtessentielle
Nihrstoffe wie Phytoestrogene bezieht sich das auf deren Konzentration in den Zielgeweben.
Die Bioverfiigbarkeit der Phytoestrogene ist bestimmt durch die Aufnahme, den Umfang und
die Rate der Resorption aus dem Gastrointestinaltrakt, die Verteilung in Korperfliissigkeiten
und peripheren Geweben, den Metabolismus und die Ausscheidung. Die Datenlage fiir
Isoflavone ist durch zahlreiche Bioverfiigbarkeitsstudien gesichert, wéahrend fiir die Lignane

kaum Informationen dazu existieren.

1.3.2.1 AUFNAHME UND RESORPTION

Isoflavone liegen in nicht-fermentierten Sojaerzeugnissen v. a. in glykosidischer Form, in
fermentierten Produkten vorrangig als Aglykone vor. Aglykone kdnnen aufgrund ihrer
Lipophilie und des geringen Molekulargewichtes im Diinn- und Dickdarm rasch durch
passive Diffusion resorbiert werden [99]. Fiir Glykoside aus der Nahrung werden
verschiedene Resorptionswege diskutiert. Bei Flavonoid-Glykosiden (Quercetin) gibt es
Hinweise darauf, dass eine aktive Aufnahme mittels spezifischer Glukose-Transporter
(SGLTT1) erfolgt [100]. Allerdings widerlegen zahlreiche in vitro- und in vivo-Studien diesen
Resorptionsmechanismus fiir Isoflavone, da keine Glykoside in Darmzellen und im Plasma
nachgewiesen werden konnten [99;101;102]. Die Aufnahme erfordert also eine Hydrolyse der
Glykoside zum Aglykon. Lange Zeit wurde angenommen, dass die Glykoside erst durch (3-
Glukosidasen bzw. B-Glucuronidasen der Mikroflora des distalen Ileums und Kolons
(Lactobacilli, Bifidobacteria, Bacteroides, Fusobacteria) gespalten werden [103;104].
Humanstudien aber zeigten, dass die Resorption der Isoflavone bereits 15 min bzw. 30 min
nach der Nahrungsaufnahme erfolgte, mit maximalen Plasmakonzentrationen nach 2-12 h
[105;106], was auf eine Hydrolyse im oberen Gastrointestinaltrakt hinweist. Dies belegen
auch Experimente mit keimfreien Ratten, die nach Gabe von Glykosid-haltigen Sojaprotein

GEN und DAI im Urin ausschieden [105]. Die hauptsédchliche Spaltung der Glykoside erfolgt
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durch zytosolische bzw. membranstindige [-Glukosidasen, letztere lokalisiert in der
Biirstensaummembran des Diinndarms wie z. B. die Lactase-Phlorizin-Hydrolase [107].
Dartiberhinaus gibt es Hinweise, dass eine Hydrolyse im Speichel moglich ist [108], aber
nicht im Magen [109].

In Vollkornprodukten findet man pflanzliche Lignane wie SECO, MAT, Pinoresinol,
Lariciresinol, Syringaresinol, 7-Hydroxy-MAT und Arctigenin [96]. Diese, die ebenfalls als
Zuckerkonjugate aufgenommen werden, werden zunichst durch die Darmflora hydrolysiert.
Nach Entfernen der Glukose-Reste erfolgt eine Dehydroxylierung und Demethylierung der
Vorstufen SECO und MAT zu den diphenolischen Verbindungen END und ENL, welche

anschlieBend resorbiert werden. Zusitzlich kann END zu ENL umgewandelt werden [86].

1.3.2.2 METABOLISMUS

Der Metabolismus der Isoflavone und Lignane, vermittelt durch intestinale Enzyme und durch
die Darmmikroflora, findet vor der Resorption (Kapitel 1.3.2.1) und wéhrend der
enterohepatischen Zirkulation im Darm aber auch nach erfolgter Resorption in der Leber statt.

Der Metabolismus (Abbildung 1.7) der aufgenommenen Pflanzenlignane findet
hauptsédchlich vor der Resorption im proximalen Kolon statt. Dieser ist sehr effizient und fiir
die Resorption der Lignane essentiell, da nur vernachldssigbar geringe Konzentrationen der
pflanzlichen Lignane (SECO, MAT) im Blut und Urin nachweisbar sind. Die Bedeutung der
Mikroflora wird durch in vitro- und in vivo-Experimente deutlich, die zeigten, dass keimfrei
gehaltene Ratten sowie Menschen nach einer Antibiotika-Behandlung keine Enterolignane im
Urin aufwiesen [110;111]. Allerdings gibt es noch wenig Kenntnis dariiber, welche intesti-
nalen Bakterienstimme am Metabolismus der Lignane beteiligt sind. Xie et al. konnten
zeigen, dass Enterococcus faecalis Pinoresinol zu Lariciresinol umwandelt, welches eine
Vorstufe von ENL darstellt [112]. Die Detektion von oxidierten ENL- und END-Metaboliten
im Urin weist darauf hin, dass Phase I-Reaktionen, katalysiert durch CYP, mdglich sind

[113]. Es wird vermutet, dass diese

hydroxylierten Metabolite Intermediate 0
der bakteriellen Umwandlung von SECO

bzw. MAT in END bzw. ENL sind [113]. Secoisolarici- OCH, Matairesinol

resinol

Abbildung 1.7: Metabolismus der 0
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Werden die durch bakterielle B-Glukosidasen freigesetzten Isoflavon-Aglykone nicht
resorbiert, konnen sie im Laufe der Darmpassage einer reduktiven Metabolisierung durch
Darmbakterien unterliegen. DAI wird zundchst zu Dihydrodaidzein (DHDAI) reduziert,
welches anschlieBend entweder durch Spaltung des C-Ringes zu O-Demethylangolensin (O-
DMA) oder unter Erhalt des C-Ringes zu Equol (EQU) verstoffwechselt wird (Abbildung 1.8).
EQU besitzt ein chirales Zentrum und kommt somit in zwei Konfigurationen vor, dem R- und
S-Enantiomer. Die biologisch aktive Form in vivo ist S-EQU [114]. GEN wird im ersten
Schritt, analog zu DAI, zu Dihydrogenistein (DHGEN) reduziert, welches weiter iiber 6-
Hydroxy-O-Demethylangolensin (6-OH-O-DMA) zum Endprodukt p-Ethylphenol verstoft-
wechselt wird (Abbildung 1.8) [115-117]. Die entstandenen Metabolite konnen alle absorbiert
werden. Fiir den reduktiven Metabolismus verantwortliche Bakterien sind E. coli Stimme wie
HGH6 und HGH21, die fiir die Spaltung der glykosidischen Bindung und zur Bildung der
Dihydro-Verbindungen féhig sind, sowie das Clostridium HGHI136, welches den
Metabolismus von DAI zu O-DMA Kkatalysiert [103;104;118]. Eubacterium ramulus metabo-
lisiert DAI zu O-DMA sowie GEN zu 6-OH-O-DMA [119], Streptococcus intermedius,
Ruminococcus products und Bacteroides ovatus metabolisieren DAI zu EQU und speziell

Julong 732, ein gram-negatives Bakterium, die Reduktion von DHDAI zu S-EQU [118].

OH .
CH,  O-Demethylangolensin

HO

HO
HO ) 0
__—
< L OH
0 0 T
g oH
HO.

H

Daidzein Dihydrodaidzein Equol
OH
HO 0 HO 0 HO OHCH3 CH3
OH O OH on o OH oo OH OH
Genistein Dihydrogenistein 6-Hydroxy-O-Demethylangolensin p-Ethylphenol

Abbildung 1.8: Reduktiver Metabolismus von Daidzein und Genistein

Nach ihrer Resorption konnen die Isoflavone auch in CYP-vermittelten Phase I-
Reaktionen zu verschiedenen mono-, di- und trihydroxylierten Verbindungen oxidiert werden
[120;121]. Als beteiligte bilidre und intestinale CYP wurden CYP1A1, 1A2, 1BI1, 2E1 und
3A4 identifiziert [122].
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Nach ihrer Resorption gelangen Lignane und Isoflavone iiber die Pfortader in die Leber,
wo sie Phase II-Konjugationsreaktionen wie Glucuronidierung bzw. Sulfatierung unterliegen,
welche durch UDP-Glucuronyltransferasen (UGT) bzw. Sulfotransferasen (SULT) katalysiert
werden [123]. Neuere Studien zeigen, dass diese Konjugationsreaktionen zusitzlich in
Enterozyten der Darmwand beim Ubergang der Phytoestrogene in die Blutbahn stattfinden
[124]. Neben den am hiufigsten auftretenden Monoglucuroniden entstehen Diglucuronide,
Mono- und Disulfate sowie Sulfoglucuronide [74;125]. Im Plasma liegen GEN und DAI nur
zu 14 % bzw. 11 % als Aglykone vor, wihrend 8 % bzw. 26 % sulfatiert, 48 % bzw. 33 %
glucuronidiert und ca. 30 % sulfoglucuronidiert vorkommen [126]. Der geringe Aglykon-
Anteil der Lignane im Blut weist ebenfalls auf eine hohe Konjugationsrate hin [127].

Die Konjugate treten in die systemische Zirkulation ein. Wenn sie mit der Galle in den
Darm gelangen, werden sie erneut durch die Darmflora dekonjugiert, und die entstehenden
Aglykone konnen anschlieBend reabsorbiert werden. Somit unterliegen die Phytoestrogene
dhnlich den korpereigenen Steroidhormonen einem enterohepatischen Kreislauf, was zu einer

verldngerten Exposition mit diesen Phytochemicals fiihrt [87;128].

1.3.2.3 VERTEILUNG IN PERIPHERE GEWEBE

Nach Resorption, Transport {iber die Pfortader in die Leber sowie Metabolismus im Darm und
in der Leber treten die Phytoestrogene in die systemische Zirkulation ein und sind somit in
zahlreichen Korperfliissigkeiten wie z. B. Plasma, Urin, Fizes, Gallenfliissigkeit, Speichel,
Muttermilch, Brustdriisensekret und Prostatafliissigkeit nachweisbar [129]. Endogene
Estrogene besitzen eine hohe Bindungsaffinitit zu den Serumproteinen SHBG und Albumin,
Phytoestrogene dagegen weniger und liegen somit in h6herem Anteil frei vor [87]. Aber auch
in Geweben wurden Isoflavon-Gehalte detektiert, die die Plasmakonzentrationen um ein
Vielfaches libersteigen konnen [130-133]. Wihrend im Plasma die Konjugate und Metabolite
tiberwiegen, liberwiegen in den Geweben die Aglykone [130]. Im humanen Brustgewebe
pramenopausaler Frauen wurden nach Isoflavon-Gabe erhohte GEN- (ca. 4-fach), DAI- (ca.
5-fach) und EQU-Konzentrationen (ca. 10-13-fach) im Vergleich zur Kontrolle ermittelt
[71;132;133].

1.3.2.4 AUSSCHEIDUNG

Die Ausscheidung der Phytoestrogene erfolgt iiberwiegend auf renalem Wege. Diese umfasst
bei den Isoflavonen, abgesehen von inter-individuellen Unterschieden, etwa 30 % der
aufgenommenen Dosis. Die fehlenden Anteile sind vermutlich auf die intestinale

Umwandlung von GEN und DAI in Metabolite zuriickzufiihren, die im Urin nicht identifiziert
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wurden [134]. Dabei ist die Wiederfindungsrate der DAI-Metabolite grof3er als die der GEN-
Metabolite. Die Hauptfraktion aller Isoflavone bilden dabei die Monoglucuronide. Diese
umfassen bei O-DMA 97 %, bei EQU 32-93 %, bei DAI 79-82 % und bei GEN 53-76 %. Die
zweitgrofite Fraktion stellen die Sulfoglucuronide dar (EQU: 0-43 %; DAI: 6-17 %; GEN: 2-
15 %). [125]. Fir die Lignane wurde eine Wiederfindung von ca. 40 % (ENL+END)
beschrieben, wobei ENL mit 58 % den Hauptanteil ausmachte [135]. Die groBte Fraktion der
Urin-Metabolite bilden die Monoglucuronide (73-94 %), gefolgt von den Monosulfaten (2-
10 %), wahrend nur 0,3-1 % als freie Lignane detektiert wurden. END wird zudem zu 14 %
als Sulfoglucuronid ausgeschieden [125;136]. Die fikale Exkretion der Phytoestrogene ist

minimal und betrigt bei den Isoflavonen ca. 1-4 % der aufgenommenen Dosis [137;138].

1.3.2.5 PHARMAKOKINETIK

Zahlreiche Humanstudien geben Hinweise zur Pharmakokinetik von Phytoestrogenen
nach einmaliger Gabe eines phytoestrogenhaltigen Lebensmittels oder der isolierten
Phytoestrogene. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1.2 zusammengefasst.

Isoflavone (DAI, GEN) werden sehr schnell resorbiert. Ein Anstieg der Plasmakonzentra-
tionen wurde bereits nach 15 min beobachtet [105], wihrend maximale Konzentrationen nach
4-9 h erreicht wurden [99;137;139;140]. Die Plasmakurven weisen meist einen biphasischen
Verlauf auf, wobei die Maximalkonzentration durch den 2. Peak definiert wird
[99;137;139;140]. Diese Erscheinung ist typisch fiir Substanzen, die einem enterohepatischen
Kreislauf unterliegen. Eine weitere Erkldrung ist die, dass die Resorption im Magen und im
Diinndarm geringer ist als im anschlieBenden Kolon-Abschnitt. DAI zeigt niedrigere
Plasmaspiegel (0,5-3 uM) als GEN (1-4 uM), da es in hoherem Umfang einer Umverteilung
in die peripheren Gewebe unterliegt. Bei den Plasmaspiegeln ist ein dosisabhéngiger Anstieg
zu verzeichnen und nach Erreichen der Maximalkonzentrationen fallen sie in einer Reaktion
1. Ordnung ab. Halbwertszeiten von GEN liegen zwischen 6-11 h, die von DAI zwischen 5-
9 h [99;139-141]. 48 h nach Isoflavon-Aufnahme wird das Ausgangsniveau wieder erreicht.
Isoflavone und ihre Metabolite werden grofitenteils renal ausgeschieden. Dabei ist die GEN-
Wiederfindungsrate im Urin mit 10-20 % deutlich niedriger als die von DAI mit 20-60 %
[137-139;141], da GEN in hoherem Umfang durch Darmbakterien abgebaut wird. Nur ca.

5 % der aufgenommenen Isoflavone werden bilidr ausgeschieden.



Tabelle 1.2: Pharmakokinetik von Phytoestrogenen

Studien- Phytoestrogen- Dosis Klinische Biokinetische Parameter Wiederfindung (%0) Referenz
population Quelle Parameter t max () C max (UM) ty (h) Urin Fazes
dpri (USA) Sojamilchpulver 0,7 mg/kg KG Plasma: 0-24 h DALI: 0,8 +£ 0,01 DAI: 20+ 1,8 Total: 0,8 + 0,3 [138]
GEN: 0,7 0,1 GEN: 53+ 1,1
n=12 1,3 mg/kg KG DAI: 1,2+£0,2 DAIL: 24 £2.8 Total: 1,0+ 0,4
GEN: 1,1 £0,2 GEN: 11+1,9
2,0 mg/kg KG DAIL: 2,2+£0,3 DAL: 21£23 Total: 2,8 £0,7
GEN: 2,2 +0,4 GEN: 10+ 1,8
4 n=6 Sojamehl 2,7 pmol/kg KG DAI Plasma: 0-35 h DAL 7,4 +0,7 DAL 3,1 +0,4 DAL 4,7+ 1,1 DAL 62 +6 [139]
(Australien) 3,6 nmol/kg KG GEN Urin: 0-35 h GEN:8,0+0,7 GEN: 4,1 £0,9 GEN:5,7+13 GEN:22+4
& n=7 Kinako (gebac- 26,1 mg DAI Plasma: 0-72 h DAL 6,0 DAI: 1,6 £ 0,3 DAL 36 DAL 4 [137]
(Japan) kenes Sojaboh- 30,2 mg GEN Urin: 0-72 h GEN: 6,0 GEN: 2,4 +0,7 GEN: 18 GEN: 3
nenpulver) Fizes: 0-72 h O-DMA: 42 O-DMA: 22
EQU: 7% EQU: 2%
Qpri (USA) Plasma: 0-48 h [140]
n=6 DAI 50 mg DAIL: 6,6 £ 1,4 DAI: 0,8 £ 0,1 DAI: 93+1,3
n=6 GEN 50 mg GEN:9,3+1,3 GEN: 1,31+0,3 GEN: 6,8 £ 0,8
n=4 Daidzin 50 mg DAIL: 9,0+ 1,0 DAIL: 1,6 £0,2 DAI: 4,6 £ 0,5
n=3 Genistin 50 mg GEN:9,3+1.3 GEN: 1,2+0,5 GEN:7,0+0,8
Q (USA) Gerbstete Sojaniisse 10 g=15 mg Aglykone Plasma: 0-48 h DAL 5,8 + 0,7 DAL 0,4 DALI: 8,7+ 0,7 [99]
n=5 pré Urin: 0-5d GEN:4,9£0,8 GEN: 0,6 GEN: 10,8+ 0,7
n=5 post 20 g=30 mg Aglykone DAI: 6,4 +0,9 DAI: 0,8 DAI: 7,9 £0,7
GEN:4,0+0,7 GEN: 1,2 GEN: 10,0£ 0,5
40 g=60 mg Aglykone DAI: 6,0+ 0,5 DAI: 1,7 DAI: 7,5+0,2
GEN: 6,0 £0,6 GEN: 2,2 GEN:9,6 + 04
Qpré (UK) Plasma: 0-72 h [141]
n=8 [“C]DAI 0,4 mg/kg KG Urin: 0-4 d DAI: 0,3 +0,1 DAI: 8,2+0,8 30
0,8 mg/kg KG DAL 0,7 £0,2 DAL 7,2 0,5 26
n=9 [“C]GEN 0,4 mg/kg KG GEN: 0,6 + 0,1 GEN:7,5+04 9
0,8 mg/kg KG GEN: 0,9 £0,1 GEN:74+0,4 8
n=7 Erdbeeren 12 mg/kg TG SECO Plasma: 0-8 h ENL: 24 ENL: 0,02 [142]
(Finnland) 1 mg/kg TG MAT Urin: 0-48 h
Q n=6 SECO-Diglykosid 1,31 umol/kg KG Plasma: 0-96 h END: 15+ 5,1 END: 0,07 END:4,4+1,3 ENL+END: 40 [135]
& n=6 Urin: 0-72 h ENL: 20 £ 6,2 ENL: 0,06 ENL: 13+£5,6
(Niederlande)
Q n=3 Sesamsaat 373 mg/100g Lignane Plasma : 0-24 h 10-24 h END: 0,69 2-6 [143]
4 n=1 (= 10,8 pmol/g) (Pflanzenlignane) ~ ENL: 0,56 (Pflanzenlignane)
(Finnland)

Cmax: Maximale Plasmakonzentration; ty,,,: Zeitpunkt von c.,; t ,: Halbwertszeit der Elimination;
&' Minner; Q: Frauen; pri: Frauen vor der Menopause; post: Frauen nach der Menopause; KG: Korpergewicht; TG: Trockengewicht; n: Probandenzahl
*Wiederfindung (%) der aufgenommenen DAI-Menge

SumuIa

81
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Im Gegensatz zu den Isoflavonen ist die Lag-Phase der Lignane, d. h. die Zeit bis zum
ersten Erscheinen der Sdugerlignane im Plasma, mit 8-10 h stark verzogert [135;142]. Dies
deutet darauf hin, dass die aufgenommenen Pflanzenlignane zunichst im Kolon bakteriell zu
den Sidugerlignanen metabolisiert werden miissen. Allerdings wurde berichtet, dass nach
Sesam-Supplementation innerhalb von 2 h maximale Pflanzenlignan-Plasmakonzentrationen
messbar waren [143]. Nach ca. 15-24 h sind die maximalen Plasmaspiegel an ENL (0,02-
0,6 uM) und END (0,07-0,7 uM) erreicht, welche groBen individuellen Schwankungen
unterliegen. Halbwertszeiten von ENL bzw. END liegen bei 13 h bzw. 4 h. Die relativ hohen
Halbwertszeiten zeigen, dass die Enterolignane im Plasma akkumulieren und steady-state
Konzentrationen erreichen, wenn sie 2-3 mal am Tag konsumiert werden [143]. Auch die
Lignane werden iiberwiegend (40 %) renal ausgeschieden.

Die Isoflavon- und Lignan-Urinkonzentrationen nehmen proportional zur Plasma-
konzentration dosisabhidngig mit dem Konsum zu und sind somit gute Biomarker der

Exposition [129].

1.3.2.6 INTER-INDIVIDUELLE UNTERSCHIEDE IN DER BIOVERFUGBARKEIT DER

PHYTOESTROGENE

Der humane Metabolismus und die Exkretion der Isoflavone und Lignane unterliegen
einer inter-individuellen Variation und sind auf Faktoren wie z. B. die Zusammensetzung der
Darmflora, die Erndhrung, das Geschlecht, das Alter und die Matrix der Lebensmittel
zuriickzufiihren.

Die Bedeutung der intestinalen Mikroflora fiir den Phytoestrogenmetabolismus wurde
durch Tierexperimente an keimfreien Ratten bzw. epidemiologischen Studien, die den
Einfluss von Antibiotika untersuchten, verdeutlicht [110]. Die individuelle renale
Ausscheidung von DAI und GEN unterscheidet sich 15-fach, bei EQU betrégt die Varianz das
600-fache und bei O-DMA das 150-fache [144;145]. Zahlreiche Studien wiesen darauf hin,
dass nur ca. 30 % der Bevdlkerung der westlichen Industrienationen und ca. 50 % der Asiaten
in der Lage sind, EQU zu produzieren [62;99;144]. Die Einteilung in EQU-Produzenten bzw.
-Nichtproduzenten erfolgt iiber die Plasmakonzentration bzw. die ausgeschiedene Menge im
Urin. Als EQU-Produzenten gelten Personen, die Plasmawerte {iber 83 nM bzw. 24 h-
Urinkonzentrationen iiber 1000 nmol aufweisen. Nichtproduzenten zeigen
Plasmakonzentrationen von weniger als 40 nM und 24 h-Urinkonzentrationen von weniger als
250 nmol [99]. Auch hinsichtlich der ENL-Bildung treten inter-individuelle Unterschiede auf
[146].
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Im Zusammenhang mit der Darmflora ist auch die Erndhrung zu diskutieren. Eine geringe
Fett- und hohe Aufnahme komplexer Kohlenhydrate korreliert durch Stimulation der
Fermentation mit einer erhohten EQU- und ENL-Produktion [147-149]. Aber Ballaststoffe
konnen die Resorption und Reabsorption der Isoflavone durch Bindung nichtkonjugierter
Verbindungen und schnellerer Darmpassage auch herabgesetzen [150]. Personen mit einer
verlangsamten intestinalen Motilitdt (Obstipation), zeigten einen vollstindigen Metabolismus
und somit eine hohere Absorptionrate [80].

Geschlechtsspezifische Unterschiede wurden in der renalen Lignan-, jedoch nicht in der
renalen Isoflavonausscheidung beobachtet [151]. Bei Frauen wurden verkiirzte Elimination-
Halbwertszeiten sowie geringere ENL/END-Quotienten als bei Mannern detektiert [151].
Jedoch wiesen Frauen nach Intervention mit Vollkornprodukten hhere ENL-Plasmaspiegel
im Vergleich zu den Mannern auf [152].

Altersspezifische Unterschiede zwischen Neugeborenen und Erwachsenen beruhen auf
der noch nicht ausgebildeten Darmflora bei Séduglingen [153]. Keine Unterschiede traten
zwischen pri- und postmenopausalen Frauen auf [74;154], aber Frankenfeld et al. ermittelten
eine negative Korrelation zwischen dem Alter und der EQU-Produktion [155].

Die Aufnahmeform (Aglykon, Glykosid), die Matrix und die Zusammensetzung des Soja-
produktes beeinflussen die Bioverfligbarkeit der Isoflavone nicht [156]. Allerdings werden

Supplemente schneller resorbiert als Phytoestrogene aus komplexen Lebensmitteln [157].

1.3.3 PHYSIOLOGISCHE WIRKUNGEN VON PHYTOESTROGENEN

Die Isoflavon-reiche Erndhrung der Asiaten und die Lignan-reiche Erndhrung der
Skandinavier wird im Zusammenhang mit einer geringeren Morbiditit und Mortalitét
diskutiert [123].

Der Mechanismus der Phytoestrogen-Effekte wird meist mit deren, auf ihrer
Strukturdhnlichkeit zum E2 beruhenden, kompetitiven Bindung an ERa und ERJ diskutiert.
Deren Verteilung im Korper ist gewebsspezifisch. In Leber, Brust und Uterus iiberwiegt ERa.,
im Eierstock, der Prostata und im Gastrointestinaltrakt ERP [158]. Die relative
Bindungsaffinitit der Aglykone zu den ER umfasst nur 0,05-1 % der Bindungsaffinitét des E2
und ist zu ERP groBer als zu ERa [87;159;160]. Isoflavone und Lignane kdnnen abhédngig
von der Konzentration der zirkulierenden endogenen Estrogene und der H&ufigkeit der ER
estrogene und antiestrogene Effekte ausiiben. Aufgrund ihrer gewebsspezifischen estrogen-
agonistischen (Knochen, vaskulire Gewebe) und estrogen-antagonistischen (Brust, Uterus)
Wirkung werden sie auch als ,,Selective Estrogen Receptor Modulators* (SERMs) bezeichnet

[161]. Der Rezeptorkomplex besitzt nach Bindung der Liganden die Fahigkeit spezifische Co-
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Aktivator- bzw. Co-Repressorproteine anzuziehen, was den Umfang der agonistischen bzw.
antagonistischen Wirkungen bestimmt [162;163]. Zwar ist die estrogene Wirksamkeit der
Phytoestrogene 100-1000-fach geringer als die der Estrogene, dafiir ist aber ihre
Plasmakonzentration 100-1000-fach hoher als die der Estrogene [164], was biologische
Effekte auf molekularer, zelluldrer und physiologischer Ebene vermuten ldsst. In diesem
Zusammenhang spielt die Prévention degenerativer Erkrankungen wie Krebs-, Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, Osteoporose u.s.w. eine Rolle.

Die Brustkrebs-praventive Wirkung der Phytoestrogene wird auf deren antiestrogene
Effekte, entweder direkt durch Bindung an den ER oder indirekt iiber die Modulation der
Estrogenkonzentration, zuriickgefiihrt. Isoflavone und Lignane nehmen FEinfluss auf den
Hormonhaushalt, indem sie die Estrogenneusynthese durch Hemmung katalysierender
Enzyme wie z. B. Aromatase, 173-Hydroxysteroid-Dehydrogenase herabsetzen [165;166] und
das Estrogenmetaboliten-Spektrum im Plasma durch Verringerung der 16a- und Erhéhung
der 2-Hydroxylierungsreaktionen verbessern [167;168]. Dariiber hinaus inhibieren sie die
Steroidsulfatase, so dass weniger biologisch aktive Estrogene aus den gering aktiven
Sulfatkonjugaten freigesetzt und in die Zirkulation entlassen werden [169], und stimulieren
die SHBG-Synthese in der Leber [170;171]. Weiterhin fiihren Phytoestrogene zu verldngerten
Menstruationszyklen, was ebenfalls die Estrogenexposition herabsetzt [123;172]. Neben den
hormonabhingigen Wirkmechanismen werden auch hormonunabhingige Mechanismen
diskutiert, wie die Hemmung der Zellproliferation durch Zellzyklusmodulation und Induktion
der Apoptose [173-176], Hemmung der Angiogenese [177] sowie Inhibierung von
Tyrosinkinasen [178;179]. Fiir Lignane (Leinsamen) ist weiterhin eine Reduktion der IGF-I
Spiegel durch Hemmung der IGF-I-Produktion, Induktion der Synthese IGF-I bindender
Proteine und Herunterregulation der IGF-I-Rezeptoren beschrieben, wodurch eine retardierte
Zellproliferation resultiert [180]. In Tierversuchen konnte das chemoprotektive Potential der
Phytoestrogene in allen Stadien des Karzinogeneseprozesses bestitigt werden, indem die
TumorgréBe und Tumorzahl infolge der Supplementation reduziert wurde [181-183].

Den Phytoestrogenen werden auch protektive antioxidative Eigenschaften bei Krebs- und
koronaren Herzerkrankungen zugeschrieben. ROS (Hydroxyl-, Superoxid- und Peroxyl-
Radikal, Wasserstoffperoxid, Singulett-Sauerstoff) entstehen sowohl im normalen als auch
pathologischen Zellmetabolismus sowie durch den Einfluss von Xenobiotika und ioni-
sierender Strahlung [184]. Um den schiddigenden Eigenschaften entgegenzuwirken, besitzt der
Organismus antioxidative enzymatische (Superoxid-Dismutase, Katalase, GSH-Peroxidase,

GSH-Reduktase, GSTs) und nicht-enzymatische (a-Tocopherol, Ascorbinsdure, GSH,
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Carotinoide und Polyphenole) Schutzmechanismen [185]. Infolge einer Imbalance zwischen
ROS und antioxidativen Abwehrmechanismen im Organismus entsteht oxidativer Stress, der
zu reversiblen bzw. irreversiblen Schidden von Makromolekiilen wie Lipiden, Proteinen und
DNA fiihrt [185]. Biologische Konsequenzen sind Mutationen, Schwester-Chromatid-
Austausche, Chromosomen-Abberationen und Zytotoxizitét [186]. Die antioxidative Wirkung
der Isoflavone, die mit zunehmender Hydroxylgruppen-Anzahl zunimmt, wird durch den
Transfer von Elektronen bzw. Wasserstoffatomen und durch die Komplexierung von
Metallionen vermittelt [187;188]. Auch Lignane zeigen antioxidative Effekte als Hydroxyl-
Radikalfanger und beugen so Lipidperoxidationsreaktionen vor [189].

Die Strukturdhnlichkeit der Phytoestrogene mit den endogenen Estrogenen, die
hypocholestamische Effekte haben, und die in Asien seltener auftretenden Herz-Kreislauf-
Erkrankungen [190] fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass die Phytoestrogene vor koronaren
Herzerkrankungen schiitzen konnen. Lignane und Sojaprotein, aber nicht isolierte Isoflavone,
beeinflussen die Cholesterin-Homdostase iiber Enzyme des Cholesterin-Metabolismus und
fihren zur Reduktion des Gesamt-Cholesterins, des LDL-Cholesterins, der Serum-
Triglyzeride und zur Erh6hung des HDL-Cholesterins [191;192].

Beziiglich der Pravention klimakterischer Beschwerden und Osteoporose, welche beide
durch den abrupten Abfall der endogenen Hormone hervorgerufen werden, sind die
estrogenen Eigenschaften der Phytoestrogene von Bedeutung. Bisherige Isoflavon-Studien
zeigten keine oder nur geringfiigige Verbesserungen klimakterischer Beschwerden [193;194].
Soja war v. a. dann protektiv, wenn die tdgliche Aufnahme niedrig war. Das Problem der
meisten Studien war, dass auch in den Placebogruppen 20-30 %-ige Abnahmen der
Symptome beobachtet wurden, was das Erkennen eines moglichen Isoflavon-spezifischen
Effektes erschwerte. Die Aufnahme von Leinsamen konnte die Symptomatik verbessern
[195]. Zur Bewertung der Osteoporose-priventiven Wirkung der Phytoestrogene sind bisher
nur Kurzzeit-Studien verfiigbar. Isoflavone zeigten bei pramenopausalen Frauen keinen
Einfluss auf die Knochendichte [196], bei postmenopausalen Frauen dagegen eine dosis-
abhingige Zunahme [197]. Fiir Lignane existieren keine Anzeichen fiir eine Verbesserung der
Knochenmineralisation [191].

Neben den protektiven Effekten wurden auch negative genotoxische Wirkungen der
Phytoestrogene beschrieben, die abhdngig von deren chemischer Struktur aber unabhéngig
von deren estrogenen Aktivitit sind. Isoflavone, speziell GEN sowie oxidative und reduktive
DAI-Metabolite, induzierten Mikrokerne und strukturelle Chromosomenabberationen in
verschiedenen Zellmodellen in vitro (=1 puM) [198-201]. Die zugrunde liegenden ER-

unabhingigen Wirkmechanismen umfassen die Hemmung der Topoisomerase II und der
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Proteintyrosinkinasen sowie die Induktion von apurinischen Stellen in der DNA und der
Lipidperoxidation [202;203]. In vivo, bei Mausen und Menschen, konnten bisher infolge der
Isoflavon-Exposition keine genetischen Schiden nachgewiesen werden [204;205]. Allerdings
unterscheiden sich die in vivo Isoflavon-Plasmakonzentrationen (<1 uM) und die
genotoxischen in vitro-Konzentrationen nur ca. um den Faktor 10 [200]. Der Fakt, dass
Sojaisoflavone oder ihre Metabolite genotoxisches Potential aufweisen, sollte eine kritischere
Risiko/Nutzen-Betrachtung fiir Supplemente oder Medikamente auf Sojabasis garantieren,
aber auch fiir Soja-Sduglingsnahrung. Durch eine Formulakost auf Sojabasis wurden
Isoflavon-Plasmakonzentrationen von bis zu 2,5 uM bei 4 Monate alten Sduglingen
gemessen. Damit liegt die Isoflavon-Exposition der Sduglinge 6-11-fach hoher als bei
Erwachsenen [206]. Fiir die Lignane sind bisher keine genotoxischen Wirkungen bekannt

[201;207].

1.4 CHEMOPRAVENTION

Chemoprivention ist die Verwendung chemischer und natiirlicher Stoffe mit pharmako-
logischer Wirkung, um der Enstehung von invasivem Krebs vorzubeugen [208]. Die ideale
chemopriventive Substanz fiir den Menschen sollte nicht toxisch, hoch wirksam und oral
aufnehmbar sein, sie sollte wenig kosten, einen bekannten Wirkmechanismus haben und nicht
zuletzt in der Bevolkerung akzeptiert sein [209]. Somit sind Stoffe aus unserer Erndhrung von
besonderem Interesse. Die Wirkmechanismen der Substanzen mit chemoprdventivem
Potential sind noch weitgehend ungeklért. In Verbindung zu den Entwicklungsstadien der
Karzinogenese wurden die antikarzinogenen Substanzen durch Wattenberg nach dem
Zeitpunkt, bei welchem sie auf den Prozess der Karzinogenese inhibierend wirken,
folgendermalBen klassifiziert [210;211]:

e Initiation: Substanzen, die die Bildung von Karzinogenen aus inaktiven Prokarzinogenen
verhindern (z. B. Carotinoide, Tocopherole, Ascorbinsdure, Isothiocyanate, Polyphenole)
und karzinogene Verbindungen daran hindern, die Targetzellen zu erreichen und mit
thnen zu reagieren (,,blocking agents®) (z. B. BHA, BITC).

e Promotion und Progression: Substanzen, die erst nach biologisch irreversibler
Schadigung der Zellen durch Kanzerogene wirksam werden, indem sie das Fortschreiten
der Tumorentwicklung effektiv unterdriicken (,,suppressing agents®) (z. B. Retinoide,
Proteaseinhibitoren, PEITC, Quercetin, Catechine).

Dabei konnen einzelne Substanzen auch an mehreren Stellen der Karzinogenese wirksam

werden [211;212].
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Die chemopriventiven Strategien der ,blocking agents* beinhalten (1.) Schutz vor
oxidativem Stress durch Abfangen von ROS und (2.) Schutz vor endogenen Metaboliten bzw.
Xenobiotika mit genotoxischem Potential durch Hemmung der karzinogenen Bioaktivierung
und Induktion von Detoxifizierungssystemen. Der zuletzt genannte Mechanismus resultiert in
einer verminderten Exposition mit Karzinogenen [84]. Man spricht in diesem Zusammenhang
von der enzymatischen Biotransformation, welche in drei Phasen unterteilt wird. In Phase I
(Aktivierungsreaktion) werden iiber Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse, welche durch
CYPs, Dehydrogenasen und Epoxidhydrolasen katalysiert werden, apolare, lipophile Stoffe in
polare Stoffe mit meist hoherem karzinogenem Potential umgewandelt. In Phase II
(Konjugationsreaktion) werden polare Substrate (Fremdstoffe oder Phase-I-Metabolite) mit
endogenen Molekiilen (u. a. Glutathion, Glucuronséduren, Sulfat) konjugiert, wodurch in der
Regel inaktive, hydrophile und damit leichter ausscheidbare Metabolite entstehen
(Entgiftung). Die GSTs, UGTs und SULTSs stellen wichtige Phase II-Enzyme dar [213]. Die
Phase III ist die Ausscheidungsphase. Zu den an Transportprozessen aus der Zelle beteiligten
Proteinen gehdren das P-Glycoprotein (MDR1) sowie ,,Multidrug Resistance Associated
Proteins* (MRP), die zu den ABC (ATP-Binding Cassette)-Transportproteinen gehoren [214].

Im Hinblick darauf, dass das individuelle Krebsrisiko wesentlich von der Balance
zwischen giftenden Phase I- und entgiftenden Phase II-Reaktionen beeinflusst wird, stellt die
Verbesserung der Entgiftungskapazitit der Targetzellen durch die Induktion von Phase II-
Enzymsystemen einen wichtigen Mechanismus in der Krebspridvention dar [215]. Wichtige
enzymatische Schutzsysteme des Brustgewebes sind NAD(P)H: Quinonoxidoreduktase
(NQO1), Catechol O-Methyltransferase (COMT), UGTs und GSTs [159]. Aufgrund der
Komplexitit unserer Erndhrung, welche in der Brustkrebspriavention eine bedeutende Rolle
spielt, gibt es noch groBen Forschungsbedarf beziiglich des Einflusses von
Nahrungsinhaltsstoffen wie den Phytoestrogenen auf den Phase II-Enzymstatus, um letztlich

gezieltere Erndhrungsempfehlungen fiir eine natiirliche Chemoprotektion geben zu kdnnen.

1.5 ZELLULARE ENTGIFTUNGSSYSTEME

1.5.1 GLUTATHION S-TRANSFERASEN

1.5.1.1 EINTEILUNG UND NOMENKLATUR

GSTs (EC 2.5.1.18) umfassen eine Supergen-Familie von zytosolischen, mitochondrialen
und mikrosomalen Enzymen, charakterisiert durch ihre biochemischen, immunologischen und
strukturellen Eigenschaften. Die zytosolischen Transferasen reprisentieren die Klassen o, p,

7, 0, o, ® und C. Die Klasse « stellt die mitochondriale Transferase dar. Die mikrosomalen
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GSTs umfassen eine Gruppe von membrangebundenen Proteinen des Eicosanoid- und GSH-
Metabolismus (MAPEG: Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione
metabolism), welche in 4 Untergruppen eingeteilt sind [216]. Isoenzyme einer Klasse zeigen
mindestens 40 % tiibereinstimmende Aminosduresequenzen, wihrend zwischen Isoenzymen
unterschiedlicher GST-Klassen weniger als 25 % Sequenzhomologie besteht [216].
Zytosolische GSTs kommen als Homo- oder Heterodimere mit einem Molekulargewicht von
etwa 23-27 kD pro Untereinheit vor. Je Untereinheit besitzen GSTs eine hydrophile G-site
(N-terminal), die fiir die Bindung von GSH verantwortlich ist, eine hydrophobe H-site (C-
terminal), welche die Bindungstelle fiir das elektrophile Substrat darstellt, und eine L-site, die
die Bindungsstelle fiir Liganden bildet [217].

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Bezeichnung der GST-Isoenzyme die

Nomenklatur nach Mannervik et al. verwendet [218].

1.5.1.2 GEWEBSSPEZIFISCHE EXPRESSION

Obwohl GSTs praktisch in allen humanen Geweben exprimiert werden, zeigt die gewebs-
und zellspezifische Isoformexpression groe Variabilitit, ein Faktor, der die Suszeptibilitét
gegeniiber toxischen Stoffen stark beeinflussen kann [217;219;220]. Besonders GST-reiche
Organe sind Leber, Niere und Hoden [221]. Die Informationen zur GST-Isoform-Expression
im Brustgewebe sind gering. Verschiedene Studien zeigten, dass hGSTP1-1, das am meisten
privalente Isoenzym in extrahepatischen Geweben [217], auch das Haupt-Isoenzym in
humanem Brustgewebe darstellt [222], wihrend die GST-Klassen o und p gering exprimiert
sind [221;223]. Hinsichtlich der GST-Expression existieren beim Menschen grofle inter-
individuelle Unterschiede, insbesondere fiir die GSTa, p und 6 [217]. Wahrend der Variation
der pu und 0 iiberwiegend Deletionspolymorphismen zugrunde liegen, stehen fiir die hohe

Variabilitit der GSTa und &t verschiedene Ursachen zur Diskussion.

1.5.1.3 BIOTRANSFORMATIONSREAKTIONEN

Die bekannteste biologische Funktion der GSTs ist die Fahigkeit, Thiol-Gruppen des
Tripeptids GSH auf eine Vielzahl von Elektrophilen zu iibertragen (Konjugationsfunktion,
GSH + R-X — GS-R + HX). Die resultierenden GSH-Konjugate sind im Allgemeinen, aber
nicht ausschlieBlich, nicht-toxisch und schnell ausscheidbar [214]. Der Abbau des GS-R-
Konjugats erfolgt durch Abspaltung des Glutamins durch die Glutamyltranspeptidase und des
Glycins durch eine weitere Dipeptidase, so dass nur noch ein Cysteinkonjugat vorliegt. Dieses
wird durch eine NAT zur Mercaptursdure, einem in der Niere ausscheidbaren Metaboliten,

acetyliert [213]. Substrate der GSTs sind verschiedene Umwelttoxine (z. B. Benzo(a)pyren-
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7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid, BPDE), Pestizide (z. B. Lindan), Medikamente (z. B. Menadion,
Etacrynsdure) oder endogen gebildete Lipidperoxidationsprodukte (4-Hydroxy-2-Nonenal,
HNE) (Abbildung 1.9) [224-227].
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Abbildung 1.9: GST-vermittelte Entgiftung von (1) BPDE und (2) HNE (nach [216;217])

Weiterhin weisen viele GSTs eine GSH-Peroxidaseaktivitat auf, welche die Reduktion
von organischen Hydroperoxiden (aus Fettsduren, Phospholipiden, DNA) zu ihren
entsprechenden Alkoholen katalysiert (2 GSH + R-OOH — GSSG + R-OH). Hierbei reagiert
GSH mit elektrophilem Sauerstoff [217]. Da diese Substrate infolge von Lipidperoxidation
und oxidativer DNA-Schadigung entstehen, kommt der GST bei der Bekdmpfung von
oxidativem Stress eine wichtige Rolle zu. Einige GSTs besitzen ausserdem eine
Isomeraseaktivitat, indem sic die Umwandlung von D’-3-Ketosteroiden zu D*-3-
Ketosteroiden katalysieren [217]. Dariiber hinaus wirken GSTs als intrazellulare
Transportproteine von wasserunloslichen Proteinen. So binden sie nichtkovalent eine Reihe
von lipophilen, nicht als Substrat dienende Substanzen (z. B. Hdm, Bilirubin, Gallensduren,
Steroide), deren Bindung jedoch zur Hemmung der Enzymaktivitit fiihrt. Uber diesen
Mechanismus sind die GSTs auch in der Lage, reaktive Metabolite von Karzinogenen
kovalent zu binden und unschédlich zu machen (nichtkatalytische Inaktivierung) [217].

GST haben somit eine Schliisselbedeutung in der Detoxifikation von endogenen und

exogenen Karzinogenen und beugen so der Toxizitét und Genotoxizitét vor [216;228].

1.5.1.4 REGULATION UND INDUZIERBARKEIT DER GLUTATHION S-TRANSFERASEN

Regulation und Induzierbarkeit der GSTs sind das FErgebnis eines komplexen
Zusammenspiels aus endogenen und exogenen Parametern. Diese beinhalten geschlechts- und
gewebsspezifische Faktoren, genetische Disposition sowie eine gro3e Zahl von Xenobiotika
wie PAK, phenolische Antioxidantien, ROS, welche die Induktion der GSTs beeinflussen
konnen [217]. Die Induktion der humanen GSTs durch sekundidre Pflanzenstoffe als
mechanistische Erkldrung fiir den antikarzinogenen Effekt eines hohen Obst- und Gemiise-

verzehrs ist mehrfach beschrieben worden. hGSTP1-1 ist durch Flavonoide und Isothio-
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cyanate [229;230], durch Butyrat [219;220;231] sowie durch Antiestrogene induzierbar [222].
Der Promoter des #GSTPI enthélt neben einer NFkB-Bindungsstelle fiir die Induktion durch
oxidativen Stress eine AP-1-Bindungsstelle [232]. Der Promoter des #GSTA4 Gens besitzt
zwei AP-1-Bindungsstellen [233] (Abbildung 1.10).

NF«B AP-1 SP-1 SP-1 TATA GSTP1

NF«B AP-1 STAT GATA AP-1 SP-1 TATA P GSTA4

Abbildung 1.10: Struktur des hGSTP1 und hGSTA4 Promoters (nach [233;234])

1.5.2 NAD(P)H: QUINON OXIDOREDUKTASE

1.5.2.1 EINTEILUNG UND NOMENKLATUR

Quinon Oxidoreduktasen (DT-Diaphorase), die zu den zytosolischen Flavoproteinen
gehoren, nutzen im allgemeinen NADH und NAD(P)H als Elektronendonatoren [235]. Zwei
humane DT-Diaphorasen sind bekannt (NQO1 und NQO2) [236;237], wobei die NQO1 (EC
1.6.99.2) die bedeutendere darstellt. Das Enzym ist ein Homodimer mit einer GroB3e von
30 kD. Rekombinationsstudien zeigten, dass die humanen NQO1 and NQO2 nur ca. 49 %
Ubereinstimmung in der Aminoséuresequenz besitzen [238]. Aufgrund der Unterschiede in
der Aminosduresequenz und der verschiedenen Kosubstrate (NAD(P)H bzw. NRH) bestehen

groB3e Unterschiede in der Substratspezifitit zwischen beiden Isoformen [238].

1.5.2.2 GEWEBSSPEZIFISCHE EXPRESSION

Die hNQOI1-1 ist konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert, obwohl grofle
Variationen in der Expression zwischen den Geweben beobachtet wurden. Diese Variabilitét
beim Menschen reicht von niedrigen Gehalten in der Brust, Lunge, Kolon und Leber bis zu
hohen Gehalten im Magen und der Niere [239]. Primdre Tumorgewebeproben zeigten eine
hohere hNQOI1-1 Expression im Vergleich zu ihrem korrespondierenden gesunden Gewebe
wie im Falle der Brust, der Ovarien, des Kolons, der Lunge und der Leber [239;240].
Tumoren des Magens und der Niere wiesen dagegen geringere hNQO1-1-Spiegel als das
gesunde Gewebe auf [239], wobei die zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht geklart
sind.

Ein C—T Polymorphismus der Base 609, resultierend in einem Prolin—Serin Austausch
im Nukleotid 187, wurde in primdren Tumoren und Tumorzelllinien detektiert. Heterozygote
Individuen fiir °T besitzen eine geringere NQO1-Aktivitét als Triger des Wildtyps, wihrend

homozygote Individuen keine Aktivitit zeigen [241]. Die Inzidenz fiir diesen
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Polymorphismus betrdgt ca. 50 % in der Bevdlkerung, 2-20 % davon zeigen Homozygotie
[235]. Null-Polymorphismen wurden bei Patienten mit Tumoren der Lunge, Niere, Prostata

und des Gastrointestinaltraktes detektiert [238].

1.5.2.3 BIOTRANSFORMATIONSREAKTIONEN

Die hNQO1-1 katalysiert die Detoxifikation von Quinonen zu Hydroquinonen in einer 2-
Elektronen-Reduktionsreaktion unter Verwendung von NADH oder NAD(P)H als
reduzierende Kofaktoren (Q + NAD(P)H + H*— QH, + NAD(P)"). Dabei werden stabilere
Verbindungen gebildet, die Substrate fiir weitere Phase 1I-Konjugationsreaktionen mit GSH
oder Glucuronsduren darstellen und anschlieend aus der Zelle ausgeschleust werden kdnnen
[242]. Dieser Prozess umgeht die Bildung potenziell toxischer Semiquinonradikal-
Intermediate und schiitzt somit die Zellen gegen Quinon-induzierten oxidativen Stress,
Zytotoxizitit und Mutagenitét [243-245]. Die hNQO1-1 wird somit als Teil des antioxidativen
Schutzsystems des Menschen betrachtet.

Substrate der hNQO1-1 sind Quinon-Verbindungen. Der Mensch ist gegeniiber diesen
Verbindungen entweder iiber die Aufnahme von natiirlich vorkommenden Quinonen mit der
Nahrung, die als Nebenprodukte in Pflanzen und Gemiise entstehen, oder {iiber
Umweltkontaminanten, die wiahrend Verbrennungsprozessen entstehen, exponiert. Neben den
exogenen, hoch reaktiven B(a)P-Quinonen zdhlen auch die endogen gebildeten
Catecholestrogen-Quinone aus dem Steroidhormon-Metabolismus dazu. Diese kdnnen im 1-
Elektron-Redoxcycling radikalische Semiquinone bilden, die wiederum die Bildung von
Superoxid-Anionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxyl-Radikalen durch die Fenton-Reaktion
induzieren [17;246]. Den genotoxischen Effekten dieser Quinone kann durch die Induktion

der hNQO1-1 entgegengewirkt werden [242;245].

1.5.2.4 REGULATION UND INDUZIERBARKEIT DER NAP(P)H: QUINON OXIDOREDUKTASE

Die hNQO1-Aktivitét ist durch bifunktionale Induktoren, die neben Phase II-Enzymen
auch die Expression von Phase [-Enzymen erhdhen, und durch monofunktionale Induktoren,
die ausschlieBlich Phase II-Enzyme erhohen, induzierbar [247]. Zu der letztgenannten Gruppe
gehoren erndhrungsrelevante Substanzen wie z. B. Isothiocyanate [248;249], antioxidative
Phenole [250], Flavonole [251] und Isoflavone [252;253].

Die hNQOI-1 Expression scheint transkriptionell reguliert zu sein [254]. Die
Promotorregion (Abbildung 1.11) besitzt ein ARE [236]. Die ARE-Sequenz, die eine AP-1
Bindungsstelle und eine GCA-Box enthilt, ist entscheidend fiir die basale und induzierte

Expression der ANQOI [236]. Der Induktions-Pathway ist unbekannt, aber es konnte
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moglicherweise ein zytosolisches Redoxsignal involviert sein, das die Expression und/oder
die Interaktion der Transkriptionsfaktoren wie z. B. Jun, Nrf, Maf, Fos mit der ARE verédndert
[243;255]. Ein NF-kB Element kann ebenso an der Induktion beteiligt sein [256].

HSE HSE NFxB CCAAT AP-1 AP-2 TATA NQO1

Abbildung 1.11: Struktur des hNQO1 Promoters (nach [256;257])
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2 PROBLEM-UND AUFGABENSTELLUNG

Der Zusammenhang zwischen der Erndhrungsweise und der hohen Inzidenz und
Mortalitdt des Mammakarzinoms in Nordamerika und Westeuropa im Vergleich zu der
geringen Prévalenz in Léndern Asiens und Nordeuropa wird seit langem diskutiert.
Epidemiologische Studien geben Hinweise darauf, dass eine Erndhrung mit hohem Anteil an
Soja- und Vollkornprodukten protektiv auf die Mammakarzinogenese wirkt. In zahlreichen
klinischen und zellbiologischen Studien wurde bestitigt, dass die protektiven Effekte den in
diesen Lebensmitteln enthaltenen pflanzlichen Estrogenen, den Phytoestrogenen,
zuzuschreiben sind. Bedeutende, durch sekundidre Pflanzenstoffe  vermittelte
Wirkmechanismen in der Krebspriavention sind die Hemmung des Zellwachstums entarteter
Zellen sowie die Induktion korpereigener Schutzsysteme, zu denen die Glutathion S-
Transferasen (GST) und die NAD(P)H: Quinonoxidoreduktase (NQO1) als wichtige Phase II-
Enzyme gehoren.

Das Ziel der Arbeit war es, potenzielle priventive Effekte der Phytoestrogene, speziell
Isoflavone, Lignane sowie deren bakterieller Darmmetabolite, in der Brustkrebs-Initiation
unter Verwendung von in vitro-Zellmodellen zu bestimmen. Die dieser Arbeit zugrunde
liegenden Untersuchungen wurden an den epithelialen, dysplastischen MCF-10A Zellen
durchgefiihrt, welche ein frithes Stadium des Karzinogeneseprozesses reprdsentieren und
somit ein geeignetes Modell fiir Untersuchungen von Mechanismen der Chemopréivention
darstellen. Zum Vergleich der Wirkungen wurden die MCF-7 Zellen, ein gut etabliertes
Tumorzellmodell, in die Experimente einbezogen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Aufgabenstellungen bearbeitet werden:

1. Bewertung der Sensitivitit der Zellmodelle unterschiedlichen Transformationsgrades
gegeniiber fiir die Mammakarzinogenese bedeutenden protektiven Faktoren und
ausgewahlten Risikofaktoren

= Bestimmung der biologischen Aktivitdt der Phytoestrogene, deren bakterieller
Metabolite sowie eines physiologisch relevanten Isoflavon-Gemisches anhand
der Endpunkte Zellproliferation (DNA-Gehalt und DNA-Synthese) und
metabolische Aktivitdt (mitochondriale und Gesamt-Enzymaktivitét)

=  Bestimmung der Empfindlichkeit hinsichtlich DNA-Schéddigung (Anzahl der
Strangbriiche) unter Verwendung der genotoxischen Substanzen E2, 4-OH-E2,
H,0,, HNE, B(a)P, BPDE und Menadion
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2. Ermittlung der Mechanismen, die den Sensitivitdtsunterschieden zugrunde liegen und

Einfluss in der Primédrpravention haben

Screening der Genexpression von Fremstoffmetabolismus- und oxidativen

Stress-assoziierten Enzymsystemen mittels c¢DNA-Array-Technik und

Vergleich der Zelllinien

Statuserfassung der fiir die Detoxifikation von endogenen und exogenen

Brustkrebs-Risikofaktoren bedeutendenden Phase II-Enzymsysteme GST und

NQO1

e Als Parameter fiir den GST-Status sollten die Genexpression (u. a.
hGSTA4, hGSTPI), die Proteinexpression der zytosolischen GST-
Isoenzyme (hGSTAL1/2, A4-4, M1-1, M2-2 und P1-1) sowie die GST-
Aktivitit gegeniiber CDNB bestimmt werden. Bei fehlender
Proteinexpression fiir hGSTM1-1 sollte die Nulldeletion und fiir hGSTP1-1
der Polymorphismus durch Genotypisierung der DNA iiberpriift werden.

e Als Paramenter fir den NQOI1-Status sollten die Genexpression, die

Proteinexpression und NQO1-Aktivitdt bestimmt werden.

3. Bestimmung der Wirkung der biologisch aktivsten Isoflavone und Lignane auf die

Induzierbarkeit der Phase II-Enzyme in humanen Mammazellen

Modulation der differenziellen Genexpression

Charakterisierung der Modulierbarkeit der hGSTA4 und hGSTP1 auf mRNA-,
Protein-, und Aktivitits-Ebene. Dabei sollten GST-Protein und GST-Aktivitit
sowohl auf den zytosolischen Proteingehalt als auch auf die Zellzahl bezogen
werden, um den Einfluss der Substanzen auf den Proteingehalt einbeziehen zu
kdnnen.

Charakterisierung der Modulierbarkeit der hNQO1 auf mRNA-, Protein-, und
Aktivitits-Ebene.

4. Untersuchung des Einflusses eines erhohten Phase II-Enzymstatus (GST, NQO1) auf

die Chemosensitivitdit der Zellen gegeniiber potenziellen Karzinogenen, um die

Enzym-Induktion hinsichtlich protektiver Wirkungen zu beurteilen

Induktion der Phase II-Enzyme unter Verwendung des stirksten GST- bzw.
NQO1-Induktors in beiden Zelllinien mit anschlieBender Behandlung der
Zellen mit den genotoxischen Substanzen HNE, BPDE und Menadion

5. Im abschlieBenden Teil der Arbeit sollte die Bioverfiigbarkeit der Phytoestrogene am

Beispiel der zellularen Aufnahme des effektivsten Induktors bestimmt werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIALIEN

3.1.1 HuMANE MAMMAZELLMODELLE

Zur Bearbeitung der Aufgabenstellungen der vorliegenden Arbeit wurden zwei
permanente, adhdrent wachsende humane Mammazelllinien mit unterschiedlichem
Transformationsgrad und Estrogenrezeptorstatus verwendet.

Die dysplastische Zelllinie MCF-10A (Abbildung 3.1) entstammt aus dem Brustepithel
einer 36-jahrigen Frau (Prdmenopause) mit zystischer Fibrose (Mukoviszidose), aber ohne
Familiengeschichte hinsichtlich maligner Brusterkrankung [258]. Die Zellen sind spontan
immortalisiert und wurden durch Langzeit-Kultur in serumfreien Medium mit niedriger Ca**-
Konzentration etabliert. Sie stellen nicht-transformierte Zellen dar und sind somit ein
geeignetes Modell fiir Untersuchungen chemopraventiver Mechanismen. Die stark
transformierte MCF-7 Zelllinie wurde aus einer pleuralen Effusion einer 69-jdhrigen
kaukasischen Patientin (Postmenopause) mit metastasierenden Brustkrebs gewonnen
(Abbildung 3.1) [259]. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal der beiden Zelllinien basiert auf
der ER-Expression. Wiahrend MCF-10A nur eine marginale ERB-Expression aufweisen, sind
MCF-7 sowohl ERa- als auch ERB-positiv [260].

Beide Zelllinien wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. I. Rowland von der

University of Ulster (Nord-Irland) fiir die Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

Abbildung 3.1: Morphologie der (A) MCF-10A und (B) MCF-7 Mammazelllinien (5x Vergréf3erung)

3.1.2 TESTSUBSTANZEN

In Tabelle 3.1 ist die Herstellung der in der Arbeit verwendeten Stammldsungen der

Isoflavone und Lignane dargestellt.
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Tabelle 3.1: Herstellung der verwendeten Isoflavon- und Lignan-Stammldsungen

Substanz Molmasse Endkonzentration Herstellung
(9/mol) (mM)
Genistein (GEN) 270,24 100 27 mg + 1000 ul DMSO
Dihydrogenistein (DHGEN) 272,00 100 2 mg + 73,5 ul DMSO
6-Hydroxy-O-Demethylangolensin 274,27 100 5 mg + 190 ul DMSO
(6-OH-O-DMA)
Daidzein (DAI) 254,25 100 25 mg + 1000 ul DMSO
Dihydrodaidzein (DHDAI) 256,00 100 2 mg + 78,1 ul DMSO
O-Demethylangolensin (O-DMA) 258,27 100 2 mg + 77,5 ul DMSO
R,S-Equol (EQU) 24227 100 5 mg+ 207 ul DMSO
S-Equol (S-EQU) 242,27 50 5 mg + 413 ul DMSO
Synthetisches Gemisch (Mix (EQU)) 100 64 ul GEN, 29 ul DAI, 7 ul EQU
Substanz Molmasse Endkonzentration Herstellung
(g/mol) (mM)
Enterolacton (ENL) 298,34 100 5 mg+ 168 ul DMSO
Enterodiol (END) 302,37 100 5 mg+ 166 ul DMSO

Die Stammlosungen wurden aliquotiert und bei —20°C gelagert. Die Gebrauchslosungen
wurden in phenolrotfreien Medium angesetzt. Fiir die MCF-7-Zellkultur wurde dem Medium
Charcoal-stripped FCS (CCS) supplementiert. MCF-10A-Zellen dagegen wuchsen unter
serumfreien Bedingungen.

In Tabelle 3.2 ist die Herstellung der in der Arbeit verwendeten Stammldsungen der

kanzerogenen Verbindungen zusammengefasst.

Tabelle 3.2: Herstellung der Ldsungen der verwendeten kanzerogenen Substanzen

Substanz Molmasse Endkonzentration Herstellung
(g/mol) (mM)

17B-Estradiol (E2) 272,40 100 27 mg + 1000 ul DMSO

2-Hydroxy-Estradiol (2-OH-E2) 288,40 100 5 mg+ 173,4 ul DMSO

4-Hydroxy-Estradiol (4-OH-E2) 288,40 100 5 mg+173,4 ul DMSO

Wasserstoffperoxid (H-0,) 9,79 M (30 %)

4-Hydroxy-2-nonenal (HNE) 230,00 7 3,2 mg + 2000 pl HCI (0,1 %)

Benzo(a)pyren (B(a)P) 252,32 100 25,2 mg + 1000 ul DMSO

Benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10- 302,33 100 2 mg + 66,2 ul DMSO

epoxid (BPDE)

Menadion 172,20 20 3,4 mg + 1000 ul DMSO

Die Stammldsungen wurden aliquotiert und bei —20°C gelagert. Die Gebrauchslosungen
fiir die Comet Assay-Experimente wurden in phenolrotfreien RPMI angesetzt.

HNE-Dimethylacetat wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Prof. E. Eder
(Institut fir Toxikologie der Universitdit Wiirzburg) zur Verfiigung gestellt, aus dem das

bendtigte HNE selbst hergestellt werden konnte. Der grofle Vorteil dabei lag in der freien
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Wahl des Losungsmittels und in der freien Wahl der HNE-Konzentration in der
Stammldsung. Die Uberpriifung der HNE-Konzentration in der Stammldsung erfolgte vor
jedem Experiment mittels Spektrometrie.

Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen und

deren getestete Konzentrationsbereiche unter Verwendung verschiedener Techniken.

Tabelle 3.3: Konzentrationsbereiche der verwendeten Testsubstanzen

Konzentation (UM)

Substanz DAPI Brdu MTT CellTiter- Gen-, Protein-  Comet Assay
Blue® expression
Isoflavone 0,1-80 0,1-80 0,1-40 0,1-40 1-30 1-80
Mix 0,1-40 - 0,1-40 - - -
Lignane 0,1-80 - - - 1-30 1-80
Estrogene 0,1-80 0,1-80 0,1-40 0,1-40 - 0,001-1000 (E2),
0,01-1 (4-OH-E2)
H,0, - - - - - 4,5-150
HNE - - - - - 25-150
B(a)P - - - - - 10-200
BPDE - - - - - 1-100
Menadion - - - - - 0,25-10

3.1.3 SONSTIGES

Die verwendeten Gerdte, Arbeitsmittel, Chemikalien und Reagenzien (einschlielich
Proteinstandards und Antikdrper) sowie die Rezepturen der verwendeten Lésungen, Puffer

und Medien und die Mess- und Auswertungssoftware sind im Anhang | aufgefiihrt.
3.2 METHODEN

3.2.1 ZELLBIOLOGISCHE TECHNIKEN

3.2.1.1 ZELLKULTUR

Die Brustzelllinien wurden unter standardisierten Bedingungen bei 37°C, 95 % relativer
Luftfeuchte und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert. Alle Arbeiten im Zusammenhang mit der
Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die verwendeten Lésungen und
Medien wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur vortemperiert. In regelmdBigen
Abstinden wurde ein Mykoplasmen-DNA-Amplifikationstest auf Basis einer PCR
(Mycoplasma-PCR-Detection-Kit VenorGeM, Minerva Biolabs) durchgefiihrt.

Die MCF-10A Zellen wurden als Adhisionskulturen in Zellkulturflaschen (25 cm” bzw.
75 cm®) in Mammary Epithelial Growth Medium (MEGM) kultiviert, dem 100 ng/ml

Choleratoxin zugesetzt war. Alle 3-4 Tage wurde das Medium gewechselt und beim
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Erreichen von 70-80 % Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das alte
Medium vollstindig entfernt und die Zellen mit 1,5ml (25 cm?®) bzw. 3 ml (75 cm?)
PBS/EDTA-L6sung fiir 4 min und anschlieBend mit 10x Trypsinldsung (1,5 ml bzw. 3 ml)
weitere 4 min bei 37°C inkubiert. Die Trypsinwirkung wurde nach Ablosen der Zellen durch
Zugabe von PBS+BSA inaktiviert. Nach anschlieBender Zentrifugation (300 g, 3 min) wurde
das Zellpellet in phenolrothaltigem Zellkulturmedium resuspendiert und in einer Verdiinnung
von 1:4 subkultiviert. Fiir die Experimente wurden Zellen der Passagen 1-27 verwendet.

Die permanente Zelllinie MCF-7 wurde unter standardisierten Bedingungen in DMEM
mit 1% nichtessentiellen Aminosduren, 1% Penicillin/Streptomycin und 10 %
hitzeinaktiviertem FCS in 25 cm® bzw. 75 cm® Zellkulturflaschen kultiviert. Alle 3-4 Tage
fand ein Mediumwechsel statt und wenn die Zellkulturflasche subkonfluent bewachsen war,
wurden die Zellen subkultiviert. Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen zunichst
mit PBS/EDTA-L6sung gespiilt und anschlieBend mit Trypsin/EDTA-Losung (1,5 ml bzw.
3 ml) 4 min bei 37°C inkubiert. Nach Aufnahme der erhaltenen Zellsuspension in PBS+BSA
wurden die Zellen abzentrifugiert (300 g, 3 min) und anschlieBend in Kulturmedium
resuspendiert und erneut ausgesit. Es wurden Zellen der Passagen 1-45 verwendet.

Fiir die Experimente wurden die Zellen in phenolrotfreiem Medium ausgesit. MCF-7
Zellmedium wurde in der Anwachsphase noch mit FCS angereichert. 24 h vor dem
Experiment wurde das alte Medium durch frisches phenolrotfreies Medium, im Falle der
MCF-7 Zellen supplementiert mit CCS, ersetzt, um potenziell estrogene Verbindungen des

Mediums und Serums zu eliminieren.

3.2.1.2 ZELLZAHL- UND VITALITATSBESTIMMUNG

Eine Standardmethode zur Ermittlung von Zellzahl und Vitalitdt ist der Trypanblau-
Ausschlusstest. Er basiert auf dem Prinzip, dass tote, membrangeschidigte Zellen den
Farbstoff Trypanblau inkorporieren, vitale Zellen ihn aber aufgrund der intakten
Zytoplasmamembran ausschlieBen. So erscheinen vitale Zellen unter dem Mikroskop
ungeférbt und sind von den toten, blau gefdrbten Zellen zu unterscheiden [261].

Fiir die Bestimmung von Zellzahl und Vitalitdt wurden 20 ul Zellsuspension mit 20 pl
Trypanblau-Losung versetzt und auf eine geeichte Neubauer-Zihlkammer aufgetragen. Die
Zellzahl wurde durch Auszdhlen vitaler und toter Zellen von mindestens 4 GroBquadraten
unter dem Lichtmikroskop bei 40-facher Vergroferung ermittelt. Als Berechnungsgrundlage

fiir die Bestimmung der Zellzahl in 1 ml Zellsuspension diente folgende Gleichung:

Zellzahl / ml = Zellzahl / GroRquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10°*
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Die Vitalitét der Zellen berechnete sich nach folgender Gleichung:

Vitalitat (%) = Anzahl vitaler Zellen x 100
Gesamtzellzahl

3.2.1.3 EPITHELZELLNACHWEIS MITTELS INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZ

Zur Charakterisierung der verwendeten Zelllinien hinsichtlich ihrer zelluldren Herkunft
wurden monoklonale Antikorper (mAK) zum Nachweis epithelialer (Ep-CAM) und
fibroblastenspezifischer (Thy-1/CD90) Oberflichenantigene eingesetzt [262;263]. Die
Visualisierung der Antigen-Antikorper-Reaktion erfolgte liber einen Fluorochrom (Cy3)-
markierten Sekundérantikorper. In Abbildung 3.2 ist das Prinzip dieser als indirekte

Immunfluoreszenz bezeichneten Methode schematisch dargestellt.

Abbildung 3.2: Prinzip der indirekten
Immunfluoreszenz
L. Aussaat Fixierung Blockierung
Nach Aussaat und Kultivierung (McOH) (ZNS, 1:10)
der Zellen auf Deckgldaschen wurden i
sie fur 10 min in eiskaltem Methanol % :E j ;
fixiert und anschlieBend 1 h an der é “«— «— &
: Einbettung Sekundirantikorper- Primirantikorper-
LUft getro Cknet' Dle luftgetrOCk- (PBS/Glycerol) Inkubation Inkubation
. . + (Cy3-1gG) (Ber-EP4; FIB1-
neten Praparate wurden anschlieBend Auswertung AS02)
(Fluoreszenzmikroskop)
in PBS equilibriert und fiir 30 min in

Ziege-Normalserum (ZNS; 1:10 in PBS) blockiert. Die Bindung des Primérantikorpers (Ber-
EP4 (1 pg/ml) bzw. FIB1-AS02 (1 pg/ml) in 0,5 % (w/v) PBS+BSA) erfolgte fiir 1 h bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die
Praparate mit Cy3-markiertem Ziege-Anti-Maus I1gG (7 pg/ml in 0,5 % (w/v) PBS+BSA) fiir
45 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde erneut gewaschen (3 x 5 min mit PBS), bevor
die Priparate in 80 % Glycerol in PBS auf einen Objekttriger eingebettet und versiegelt
wurden. Die Auswertung erfolgte bei 400-facher Vergroerung mit dem
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 100M) unter Verwendung eines Griinlichtfilters

(Zeiss 015; A = 546 nm).

3.2.1.4 KARYOTYPISIERUNG DER MCF-10A UND MCF-7 ZELLEN MITTELS 24-FARBEN-FISH

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir die dysplastischen MCF-10A Zellen sowie fiir die
MCF-7 Karzinomzellen in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. U. Claussen (Institut fiir
Humangenetik und Anthropologie der FSU Jena) die Karyotypen bestimmt. Dafiir wurde die
Methode des 24-Farben-FISH verwendet [264;265]. Mit dieser Methode wurde jedes der 24
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Chromosomen (22 Autosomen, X, X) mit einer spezifischen Kombination von Fluoro-
chromen (SpectrumGreen, TexasRed, SpectrumOrange, Biotin und Digoxygenin) gelabelt,
was eine eindeutige Identifikation des Ursprungs des chromosomalen Materials erlaubt.
Zudem wurde das multitude (one-step) Multicolor Chromosome Banding (mMCB) zur
exakten Bruchpunktbestimmung aberranter Chromosomen, unter Verwendung der MCF-10A
Zellen entwickelt [265].

Es wurden fiir die MCF-10A 10 und fiir die MCF-7 4 Metaphasen ausgewertet.

3.2.1.5 WACHSTUMSKINETIK

Um das Wachstumsverhalten der Brustkrebszellen in Kultur zu charakterisieren, wurde
eine Wachstumskinetik unter Standardkulturbedingungen erstellt. Aus der Zunahme der
Zellzahl iber die Zeit resultiert eine Wachstumskurve, aus der sich die exponentielle
Wachstumsphase und Verdopplungszeit der Zellen ableiten lassen.

Die Zellen wurden in einer Dichte von 1 x 10° pro Kavitt in einer 12-well-MTP ausgesit.
Nach einer Anwachsphase von 24 h fand ein Mediumwechsel statt und die Anheftungsrate
(to; = % adhirente Zellen an der Ausgangszellzahl) wurde ermittelt. Alle weiteren 24 h wurde
die Zellzahl von je 3 Kavitdten (tys-ti6z) bestimmt. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte wie
unter 3.2.1.2. beschrieben. Als Berechnungsgrundlage fiir die Anzahl der Generationen diente
folgende Gleichung [266]:

Generationen = In (Np) —In (N,)

In2
(Np und N, ist definiert als Zellzahl zu den Zeitpunkten t, und t, (t,>t,) in der logarithmischen Wachstumsphase)

Die Berechnung der Verdopplungszeit der Zellen erfolgte nach folgender Gleichung:

Verdopplungszeit = th—t,
Generationen

3.2.1.6 ZELLPROLIFERATIONSTESTS
3.2.1.6.1 DNA-FARBUNG MITTELS DAPI

Die Quantifizierung des DNA-Gehaltes als Mal} fiir die Zellzahl beruht auf der
Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes 4',6'-diamidino-2'-phenylindole hydrochloride
(DAPI) mit Adenin-Thymin-Sequenzen im DNA-Doppelstrang [267]. Das Fluorochrom
emittiert nach Anregung durch kurzwelliges Licht der Wellenlinge A =360 nm energie-
armeres, langerwelliges Licht (A =465 nm). Die detektierte Fluoreszenz kann als Parameter
fir den DNA-Gehalt und die Zellzahl herangezogen werden, da zwischen der

Fluoreszenzintensitidt und dem DNA-Gehalt eine positive lineare Korrelation besteht [267].
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Nach definierter Zellaussaat (3000 Zellen/Kavitit) in 96-well-MTPs wurden MCF-10A
und MCF-7 Zellen 48 h vorinkubiert. 24 h nach dem Mediumwechsel auf estrogen-
depletiertes Medium erfolgte die Inkubation mit der jeweiligen Testsubstanz (Tabelle 3.3).
Nach Ablauf der Inkubationsdauer (24 h, 48 h, 72 h) wurde der Mediumiiberstand entfernt,
die Zellen mit Methanol (100 pl/Kavitit) fixiert und permeabilisiert und nach 15-miniitiger
Trocknungsphase mit DAPI (20 uM; 100 pl/Kavitit) inkubiert. Der DNA-DAPI-Komplex
wurde fluoreszenzphotometrisch (Ex/Em 360 nm/465 nm) gemessen. Als Losungsmittel-
kontrolle diente 0,1 % DMSO. Die Fluoreszenzen DMSO-behandelter Zellen wurden fiir die
Kalkulation 100 % gesetzt.

3.2.1.6.2 BESTIMMUNG DER DNA-SYNTHESELEISTUNG

Zellulédre Proliferation erfordert die Replikation der DNA. Somit ist die Untersuchung der
Regulation der DNA-Synthese ein indirekter Parameter zur Ermittlung der Zellproliferation.
Der Einfluss der Testsubstanzen auf die DNA-Synthese der MCF-10A und MCF-7 Zellen
wurde mit dem Cell-Proliferation-ELISA BrdU (Chemilumineszenz) (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) untersucht. Die Methode beruht auf dem Einbau von 5-Bromo-2'-
desoxyuridine (BrdU) anstelle von Thymidin in die DNA proliferierender Zellen, welches
iiber zelluldre Enzymimmunoassays unter Verwendung monoklonaler Antikorper gegen
BrdU detektiert wird [268;269]. Der BrdU-Einbau ist dabei direkt proportional zur Anzahl
der stattgefundenen Zellteilungen.

MCF-10A und MCF-7 Zellen wurden wie unter 3.2.1.6.1 beschrieben ausgesit und
kultiviert und mit den Testsubstanzen GEN, EQU und E2 fiir 24 h, 48 h und 72 h behandelt
(Tabelle 3.3). BrdU wurde 2 h vor dem Inkubationsende zupipettiert. Nach anschlieBendem
Entfernen des Kulturmediums wurden die Zellen fixiert und die DNA denaturiert, Antikdrper
zugesetzt und der Immunkomplex nach erfolgter Substratreaktion mittels Chemilumineszenz

detektiert (Hersteller-Protokoll). Als Losungsmittelkontrolle diente DMSO (0,1 %).

3.2.1.7 BESTIMMUNG DER METABOLISCHEN AKTIVITAT

Die Techniken zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit dienen ausschlieBlich der
Bewertung der Zellvitalitit nach abgeschlossener Behandlung mit den Testsubstanzen. Dabei
wird nicht zwischen sich aktiv teilenden bzw. ruhenden Zellen unterschieden.
3.2.1.7.1 BESTIMMUNG DER MITOCHONDRIALEN AKTIVITAT

Die mitochondriale Aktivitidt wurde mit Hilfe des MTT Assays, erstmals beschrieben von
Mosmann [270] und modifiziert nach Carmichael et al. [271], bestimmt. Er basiert auf der

zelluldiren Reduktion des Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-
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tetrazolium bromide (MTT) durch NAD-abhdngige Dehydrogenasen zum Formazan, welches
bei 570 nm photometrisch detektiert wird. Dabei korreliert die Menge des gebildeten
Farbstoffes und damit die Absorption direkt proportional mit der Anzahl lebender Zellen.

MCF-10A und MCF-7 Zellen wurden wie unter 3.2.1.6.1 beschrieben ausgesit, kultiviert
und inkubiert (GEN, 6-OH-O-DMA, DAI, O-DMA, EQU, S-EQU, MIX, ENL, E2 und 4-
OH-E2, Tabelle 3.3). DMSO (0,1 %) wurde als Losungsmittelkontrolle eingesetzt. Am Ende
des Experimentes wurde das Medium mit den Testsubstanzen entfernt, die Zellen 1 x mit PBS
gewaschen und frisches Medium zugesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen mit MTT-
Losung (15 pl/well) fiir 4 h bei 37°C und danach mit Losungsvermittler, zum Losen der
wasserunloslichen, dunkelblauen Formazan-Kristalle, iiber Nacht bei 37°C inkubiert
(Hersteller-Protokoll, Promega, Southhampton, UK). Die Absorption wurde bei 570 nm
(Referenzwellenlédnge 650 nm) photometrisch bestimmt.
3.2.1.7.2 BESTIMMUNG DER ZELLULAREN METABOLISCHEN AKTIVITAT

Ein weiterer in vitro-Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt der Zellen ist der
sogenannte CellTiter-Blue®Assay. Diese Methode beruht auf der Fihigkeit vitaler Zellen, den
Farbstoff Resazurin in Resorufin umzuwandeln, der fluoreszenzphotometrisch bestimmt wird.
Die Fluoreszenz ist direkt proportional zur Lebendzellzahl.

Die MCF-10A und MCF-7 Zellen wurden in 96-well-MTPs kultiviert (Kapitel 3.2.1.6.1)
und mit GEN, EQU, E2 und 4-OH-E2 (Tabelle 3.3) sowie DMSO (0,1%) fiir 24 h, 48 h und
72 h inkubiert. CellTiter-Blue® Reagenz wurde 2 h vor Beendigung des Experimentes
zupipettiert. Die Bildung von Resorufin wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzphotometers

(Ex/Em 520 nm/595 nm) detektiert (Hersteller-Protokoll, Promega, Southhampton, UK).

3.2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.2.2.1 BESTIMMUNG DER STEADY-STATE MRNA EXPRESSION DER GST-ISOENZYME
3.2.2.1.1 ISOLIERUNG DER GESAMT-RNA AUS DEN ZELLEN

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus den jeweiligen Zellkulturen, die fiir die Basis-
Expressions-Analysen verwendet wurden, erfolgte mit TRIzoL"-Reagenz, einer mono-
phasischen Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat [272].

Nach Entfernen des Mediums wurden die Zellen durch Zugabe von TRIzoL"-Reagenz
(1 ml/25 cm*-Kulturflasche) lysiert. Durch Extraktion mit Chloroform (0,2 ml, 15 sec
schiitteln, 3 min RT) und anschlieBende Zentrifugation (16000 g, 5 min, 4°C) wurde eine
Separierung des Lysats in drei Phasen erreicht. Zur Fillung der RNA wurde die obere,

wissrige Phase von der organischen Phase sowie der Interphase abgetrennt, mit Isopropanol
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versetzt (0,5 ml, 1 min, RT) und anschlieBend zentrifugiert (16.000 g, 20 min, 4°C). Das
erhaltene RNA-Pellet wurde mit 75 % Ethanol (200 ul) gewaschen, erneut zentrifugiert
(16000 g, 5 min, 4°C) und luftgetrocknet. Danach wurde die RNA in sterilem DMPC-H,0
(50 ul) gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Die Isolierung der mRNA aus den jeweiligen Zellkulturen, die zur Durchfiihrung der
cDNA-Arrays und der quantitativen real-time RT-PCR eingesetzt wurde, erfolgte mit Hilfe
eines kommerziell erhiltlichen Kits (RNeasy Mini Kit, Quiagen, Hilden).

3.2.2.1.2 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DES RNA-GEHALTES

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte im UV-Spektrophotometer und beruht
auf der spezifischen Absorption der Nukleinsdurebasen bei 260 nm. Dabei entspricht die OD
(Optische Dichte)-Einheit (260 nm) einer Konzentration von 40 ng/ml RNA. Die folgende

Formel diente zur Berechnung der RNA- Konzentration:
RNA [pg/ml] = Az X 40 pg/ml x Verdinnungsfaktor

Zusitzlich wurde die Absorption bei 280 nm gemessen. Der Quotient aus Ajeo/Azgo gibt
den Reinheitsgrad der RNA an und sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Werte < 1,8 weisen auf
eine Verunreinigung mit Proteinen hin. Fiir jede RNA-Probe wurde eine Doppelbestimmung

(1:100 Verdiinnung mit DMPC-H,0) durchgefiihrt und die Werte im Anschluss gemittelt.
3.2.2.1.3 DENATURIERENDE RNA-AGAROSE-GELELEKTROPHORESE

Die isolierte RNA wurde zur Uberpriifung ihrer Integritit mittels denaturierender
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Zur Denaturierung wurden Formamid und
Formaldehyd verwendet. Fiir die Beladung des Gels wurden je 5 ul RNA-Losung mit 5 pl
RNA-Auftragspuffer vermischt, 10 min bei 70°C denaturiert und anschlieBend auf ein 1,5 %-
iges MOPS-Agarose-Gel, dem Formaldehydlosung zugesetzt wurde, aufgetragen. Das Gel
wurde mit 1x MOPS-Puffer als Laufpuffer iiberschichtet. Die Laufzeit der Elektrophorese
betrug 3 h bei 70 V angelegter Spannung. Anschlieend wurde das Gel unter UV-Licht mit
dem BioRad-MultimanagerS (Programm: Quantity One'; Blende 5,6; Expositionszeit
10 sec) fotografiert. Die Intaktheit der RNA wurde visuell anhand der scharfen Banden der
ribosomalen RNA (28S- und 18S-Bande) kontrolliert.

3.2.2.1.4 SEMIQUANTITATIVE REVERSE TRANSKRIPTASE-POLYMERASE-KETTENREAKTION (RT-PCR)

Eine sensitive Methode zur Untersuchung der Genexpression auf mRNA-Ebene stellt die
semiquantitative Reverse Transkriptase (RT)-PCR dar, deren Prinzip auf der Amplifizierung

der durch reverse Transkription in cDNA umgeschriebenen mRNA beruht.
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Um eine mogliche Kontamination der eingesetzten RNA mit DNA auszuschlieBen, wurde
vor der cDNA-Synthese ein DNA-Verdau unter Verwendung von DNAse I, Amplification
Grade durchgefiihrt (Invitrogen GmbH, Karlsruhe). Die Umschreibung der RNA (0,5-5 pg) in
cDNA erfolgte unter Verwendung des Kits SuperScript™ First-Strand Synthesis System
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe) mit Oligo(dT);,.13 Primern. Zur Uberpriifung des Erfolgs des
DNAse-Verdaus und der reversen Transkription wurden jeweils Kontroll-PCRs mit -Aktin
den Untersuchungen der GST Expression vorangestellt.

Die mRNA-Expression der GST-Isoenzyme in den Mammazelllinien wurde qualitativ
mittels RT-PCR nachgewiesen. HT29 Kolonzellen dienten dabei als Positivkontrolle und -
Aktin, welches als Housekeeping Gen in den Brustzellen gut exprimiert wird, als interne
PCR-Kontrolle. Zur Amplifikation wurden spezifische Intron-iiberspannende Primer
verwendet. Die Primersequenzen basierten auf den mRNA-Sequenzen der NCBI
Nukleotidsequenz-Datenbank fiir hGSTAI (NM_145740), hGSTA2 (NM_000846), hGSTA4
(NM_001512), hGSTMI (NM_000561), hAGSTM2 (NM 000848), hGSTPI (NM 000852),
hGSTTI (NM_000853), hGSTT2 (NM_000854) und S-Aktin (NM_001101) (Anhang Tabelle 9.1).

Fiir die Durchfithrung der PCR wurde zunéchst ein Mastermix (Tabelle 3.4) angesetzt, der
alle Reagenzien bis auf die cDNA enthielt. Zu jeweils 24 ul Mastermix wurde 1 pl cDNA
von Mammazellen, HT29 Zellen (Positivkontrolle) bzw. 1 ul dd H,O (Negativkontrolle)
pipettiert.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung des Mastermixes (1x Ansatz) fur die RT-PCR

cDNA (10 ng 10 x PCR- dNTPs Primer (forward/  Taq Polymerase  dd H,0
Gesamt-RNA) Puffer (10 mM) revers) (10 pmol/ul) (5 U/l
1 ul 2,5 ul 1 ul je L ul 0,2 ul 18,3 ul

Die GSTs und B-Aktin wurden anschlieend in 38 Zyklen amplifiziert (Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: PCR-Bedingungen fiir GST-Isoenzyme und B-Aktin

PCR-Schritte Reaktion Bedingungen
1 Heizdeckeltemperatur 105°C
2 Einmalige Denaturierung 95°C 15 min
3 Denaturierung 94°C 30 sec
4 Hybridisierung/Annealing 55°C (Al, A2) ; 60°C (M1, M2, P1); 30sec
63°C (A4, T1,T2)
5 Extension 72°C 60 sec
6 Finale Extension 72°C 10 min

7 Kiihlung 4°C ~
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3.2.2.1.5 GELELEKTROPHORESE UND AUSWERTUNG

Die Auftrennung der amplifizierten DNA erfolgte nach der Fragmentlinge in einem 2%-
igen TAE-Agarose-Gel, dem Ethidiumbromid (3 pl/50 ml) zugesetzt war. Die PCR-Produkte
wurden mit Auftragspuffer (5 pl Produkt+ 1 pl Puffer) vermischt, aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt (120 V, 40 min). Fiir den Vergleich der Fragmentldngen wurde
ein DNA-Liangenstandard (100 bp) mitgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel unter UV-Licht
mit dem BioRad-MultimanagerS (Programm: Quantity One™™; Blende 5,6; Expositionszeit
45 sec) fotografiert. Die Auswertung der Banden erfolgte visuell durch Abschétzen der Grof3e
der DNA-Fragmente anhand des DNA-Léngenstandards.

3.2.2.2 GENOTYPISIERUNG DER MAMMA-ZELLLINIEN
3.2.2.2.1 ISOLIERUNG VON GESAMT-DNA AUS DEN ZELLEN

Zur Isolierung der DNA wurde der QIAamp DNA Mini Kit 250 (QIAGEN GmbH,
Hilden) verwendet. Dabei wurde die DNA in einer Séule an eine Membran adsorbiert. In
mehreren nachfolgenden Waschschritten wurden die iibrigen Zellbestandteile entfernt.
Abschliefend wurde die DNA von der Séule eluiert. Das Eluat wurde bei —20°C eingefroren.
3.2.2.2.2 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DES DNA-GEHALTES

Die Quantifizierung der DNA erfolgte mit Hilfe eines UV-Spektrophotometers durch
Messung der Extinktion bei 260 nm und 280 nm. Die Berechnung der DNA-Konzentration

erfolgte nach der aus dem Lambert-Beer’schen Gesetz abgeleiteten Formel:
DNA [ug/ml] = Azeonm X 50 pg/ml x Verdiannungsfaktor

Zur Bewertung des Reinheitsgrads der DNA diente der Quotient aus Ajgo/Aszso. Fiir reine
DNA-Losungen sollte der Quotient bei 1,8 liegen. Kleinere Werte weisen auf eine Verun-
reinigung mit Proteinen, groBere Werte auf das Vorhandensein von RNA hin. Fiir jede DNA-
Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt und die Werte im Anschluss gemittelt.
3.2.2.2.3 MULTIPLEX-PCR FUR HGSTM1, HGSTT1 UND -GLOBIN

Der Untersuchung der Nullpolymorphismen der kodierenden Gene fiir hGSTM1-1 und
hGSTT1-1 erfolgte mittels Multiplex-PCR, bei welcher mit Hilfe von drei spezifischen
Primerpaaren die Amplikons fiir A(GSTM1 (215 bp), hGSTT1 (480 bp) und S-Globin (268 bp)
in einem PCR-Ansatz gleichzeitig generiert wurden [273-275]. Das Housekeeping Gen f3-

Globin wurde als interne PCR-Kontrolle mitamplifiziert. Zur Amplifikation wurden die im

Anhang Tabelle 9.2 aufgefiihrten Oligonukleotid-Sequenzen verwendet.
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Fiir die Durchfiihrung der PCR wurde zunichst ein Mastermix (Tabelle 3.6) angesetzt, der
alle Reagenzien bis auf die cDNA enthielt. Zu jeweils 29 pl Mastermix wurde 1 pl DNA von
Mammazellen, HT29 (Positivkontrolle) bzw. 1 ul dd H,O (Negativkontrolle) pipettiert.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Mastermixes (1x Ansatz) fur die Multiplex-PCR

DNA (30- 10xPCR-  dNTPs Primer GSTML, Primer B-Globin Taq dd H,0
100 ng) Puffer (5 mM) GSTT1 (forward/  (forward/ revers)  Polymerase
revers) (10 pmol/ul) (10 pmol/ul) (5 U/ul)
1l 3ul 3ul jedul je2ul 0,25 pl 2,75 ul

Im Anschluss erfolgte die Amplifikation in 30 Zyklen im Thermocycler (Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: PCR-Bedingungen fur die Multiplex-PCR

PCR-Schritte Reaktion Bedingungen
1 Heizdeckeltemperatur 105°C
2 Einmalige Denaturierung 95°C 15 min
3 Denaturierung 94°C 60 sec
4 Hybridisierung/Annealing 60°C 60 sec
5 Extension 72°C 60 sec
6 Finale Extension 72°C 5 min
7 Kiihlung 4°C ~

3.2.2.2.4 RFLP-PCR zUM NACHWEIS DES HGSTP1-GENOTYPES

Der Nachweis der Punktmutation im Nukleotid 313 (A->G-Transition) des AGSTPI-Gens
erfolgte mit Hilfe der Restriktionsfragment-Léngenpolymorphismus-PCR (RFLP-PCR) [276].
Zunichst wurde AGSTPI (176 bp) in einer PCR (Kapitel 3.2.2.2.3) amplifiziert. Zur
Amplifikation wurden die im Anhang Tabelle 9.3 aufgefiihrten Oligonukleotid-Sequenzen
verwendet. Die DNA-Proben wurden im Anschlul entsprechend dem Hersteller-Protokoll
einem Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym A/w 26 1 unterzogen. Alw 26 1
schneidet das amplifizierte, 176 bp lange DNA-Fragment nur, wenn sich an Position 313 ein
Guanin befindet. Es wird folglich nur das mutierte Allel geschnitten. Als Ergebnis erhélt man

zweli kleinere Fragmente mit 91 bp und 85 bp [276].
3.2.2.2.5 GELELEKTROPHORESE UND AUSWERTUNG

Die Agarose-Gelelektrophorese und fluoreszenzphotometrische Auswertung der Gele

erfolgte wie im Abschnitt 3.2.2.1.5 beschrieben.

3.2.2.3 CDNA ARRAYTECHNIK ZUR UNTERSUCHUNG DER GENEXPRESSION VON BIOTRANS-

FORMATIONS- UND STRESS RESPONSE-ENZYMEN IN MCF-10A uND MCF-7 ZELLEN

Mit der Nukleinsduren-Arraytechnik ist es moglich, die Expression einer Vielzahl von

Genen in einem einzigen Experiment zu untersuchen. Auf den in dieser Arbeit verwendeten
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cDNA-Arrays (Human Drug Metabolism Gene Array; Human Stress & Toxicity Pathway
Finder Gene Array) der Firma Superarray waren neben Blanks (6 Spots) und Housekeeping
Genen (10 Spots) 192 Gene enthalten, die an der Metabolisierung und Detoxifizierung von

Fremdstoffen sowie am oxidativen Stress-Metabolismus beteiligt sind (Anhang Tabelle 9.4).
3.2.2.3.1 IN VITRO TRANSKRIPTION UND DOT-BLOT

Das Umschreiben der RNA mit gleichzeitiger Biotin-Markierung erfolgte mit dem
AMPOLabeling-Kit der Firma Superarray. Mit Hilfe von Random Primern und Reverser
Transkriptase wurde RNA (3 pg) in cDNA umgebaut. Mit Gen-spezifischen Primern erfolgte
dann die Amplifizierung der Transkripte mit gleichzeitigem Biotin-Einbau. Die Qualitét der
cDNA-Sonden wurde mittels Dot-Blot tiberpriift. Die Detektion des Biotins erfolgte nach der
Anleitung des Herstellers (Kapitel 3.2.2.3.2).

3.2.2.3.2 HYBRIDISIERUNG UND DETEKTION

Nach einer Vorhybridisierung erfolgte die Hybridisierung der Membranen mit den
denaturierten Sonden in ,,GEAhyb-Solution® iiber Nacht. Am ndchsten Tag wurden die
Membranen nach Anleitung des Herstellers gewaschen, bevor eine 60-miniitige Blockierung
(,,Blocking Solution* inkl. Lachsspermien-DNA) erfolgte. Zum Nachweis des Biotins wurde
Anti-Biotin-Alkalische Phosphatase (AP)-Antikorper eingesetzt (30 min Inkubation). Nach
weiteren Waschschritten erfolgte die Detektion der AP mit CDP-Star. Die Lumineszenz

wurde iiber einen Rontgenfilm detektiert und mit einer CCD-Kamera fotografiert.
3.2.2.3.3 AUSWERTUNG

Die mittels CCD-Kamera erhaltenen Bilder wurden mit der AIDA Microarray Software
(Fuji) densitometrisch ausgewertet. Die Rohdaten wurden durch die Differenz aus ,,Integral -
Background”, die fiir jeden Spot erhalten wurde, charakterisiert. Zur Ermittlung der
differenziellen Genexpression wurden die Rohdaten zwischen 0 und 100 % Expression
normalisiert, wobei der Mittelwert der Negativkontrollen (Blanks) 0 % und der Mittelwert der
Positivkontrollen (Housekeeping Gene: GAPDH, B-Aktin, PPIA, RPL13A) 100 % gesetzt
wurde. Nach der Normalisierung wurden die Daten der Einzelversuche gemittelt. Als
exprimiert galten Gene, deren Werte grofer als der Mittelwert der maximalen Negativ-

kontrollen plus deren 3-fachen Standardabweichung waren (> Cut off).

3.2.2.4 QUANTITATIVE REAL-TIME RT-PCR ZUR BESTIMMUNG DER HGSTP1, HGSTA4 UND

HNQO1 MRNA EXPRESSION

Die quantitative real-time RT-PCR, eine Weiterentwicklung der RT-PCR [277], ist eine

sehr schnelle und sensitive Methode zur in-vitro-Amplifizierung spezifischer durch reverse
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Transkription in cDNA umgeschriebener mRNA-Abschnitte und ermoglicht die Detektion
kleinster RNA-Mengen. Dabei wird die Template-Menge (mRNA) wihrend jedes PCR-
Zyklus (real-time) quantifiziert, wihrend die Standard-RT-PCR-Techniken das amplifizierte
Genprodukt als Endpunktmessung bestimmen.

Das Prinzip der PCR-Reaktion basiert auf der enzymatischen Vermehrung -eines
bestimmten DNA-Abschnittes, der zwischen zwei Primern liegt. Beim TagMan®-Assay liegt
zwischen den zwei spezifischen Oligonucleotid-Primern ein zusétzliches Oligonucleotid, die
sogenannte TaqgMan-Sonde. Diese ist mit einem am 5'-Ende liegenden Reporter-Fluores-
zenzfarbstoff (VIC) und einem am 3’-Ende liegenden Quencher (TAMRA) markiert. Die

Reporterfluoreszenzemission wird bei der intakten TagMan-Sonde durch die Ndhe zum

Quencher unterdriickt. Bei der Neustrang-

Reporter Quencher
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synthese schneidet die Taq-Polymerase T ®

v

durch ihre 5’-Exonukleaseaktivitit die | 3t ¥

Denature
TagMan-Sonde in kleine Fragmente,
wodurch es zu einer Loslosung des

Reporters vom Quencher kommt und die
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kann (Abbildung 3.3). Dabei steigt die
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Produktmenge an. 5 T &

Abbildung 3.3: Prinzip der TagMan Detektion

3.2.2.4.1 INKUBATION DER ZELLEN MIT GENISTEIN UND ISOLIERUNG DER GESAMT-RNA

Nach Zellaussaat (0,4 x 10° Zellen/Kavitit in 6-well-MTPs) und Vorinkubation wurden
die MCF-10A und MCF-7 Zellen mit 0-30 uM GEN behandelt. Nach einer Inkubationszeit
von 8 h, 24 h und 48 h wurden aus den Zellen die RNA isoliert (Kapitel 3.2.2.1.1). Die RNA-
Quantitdt und Qualitdt wurde photometrisch (Kapitel 3.2.2.1.2) und gelelektrophoretisch
(Kapitel 3.2.2.1.3) liberpriift.
3.2.2.4.2 REVERSE TRANSKRIPTION

Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte mit Hilfe des TagMan® RT Reagents-Kits
der Firma Applied Biosystems entsprechend den Hersteller-Angaben.
3.2.2.4.3 SEQUENZIERUNG DER GSTP1, GSTA4 UND NQOI PCR-PRODUKTE

Der real-time RT-PCR Reaktion wurde eine normale RT-PCR (Kapitel 3.2.2.1.4 und

3.2.2.1.5) vorgeschaltet, um die erhaltenen Transkripte zur Kontrolle der Primer zu
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sequenzieren. Die Primersequenzen basierten auf den cDNA- bzw. mRNA-Sequenzen der
NCBI-Datenbank fiir A”GSTPI1 (AY324387), hGSTA4 (BC063439) und ANOOI (NM_000903)
(Anhang Tabelle 9.5).

Fiir die Sequenzierung wurden zunichst die hGSTP1, hGSTA4 und hNQOI1 cDNAs
mittels Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Southhampton, UK) nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt, um iiberschiissige Nukleotide und Primer zu entfernen.
Danach wurde das aufgereinigte cDNA-Template in einer PCR amplifiziert, bei der die fiir
die Sequenzierung benétigten farbstoff-markierten dNTPs eingebaut wurden (BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems). Es schloss sich eine erneute
Aufreinigung zum Entfernen iiberschiissiger Nukleotide an (AutoSeq''G-50, Amersham
pharmacia biotech), und nach Eindampfen der Probe und anschlieBendem Aufnehmen in
Formamid erfolgte die Sequenzierungsreaktion im HITACHI 3100 Genetic Analyzer.

Die Auswertung des Elektro-Chromatogramms erfolgte mit Hilfe der frei zugénglichen
Software Chromas 2 version 2.3 (http://www.technelysium.com.au) und die erhaltenen

Sequenzen wurde mit den Sequenzen der NCBI Nukleotidsequenz-Datenbank verglichen.
3.2.2.4.4 QUANTITATIVE REAL-TIME RT-PCR
Fiir die Durchfiihrung der real-time RT-PCR wurde zunéchst ein Mastermix (Tabelle 3.8)

angesetzt.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung des Mastermixes (1x Ansatz) fur die real-time RT-PCR

TagMan Universal Primer GSTA4, GSTP1, NQO1  ACTB-Mix TagMan Sonde dd H,0
Mastermix (2 x) (forward/ revers) (1 uM) (250nM)
10 ul je2ul 2 ul 2 ul
10 ul 1 ul 7 ul

TagMan® real-time PCR wurde in 96-well MTPs durchgefithrt. Es wurden 18 ul
Mastermix/Kavitit vorgelegt und 2 pl cDNA (8 ng RNA-Aquivalente) zugegeben. Es wurde
eine Doppelbestimmung jeden Templates fiir die 3 voneinander unabhéngigen Versuche
vorgenommen. Das Temperaturprotokoll der PCR war: 2 min bei 50°C, 10 min bei 95°C,
15 sec bei 95°C fiir 40 (hGSTP1, hNQOI) - 60 (hGSTA4) Zyklen, 1 min bei 60°C.

Den eigentlichen Experimenten wurde ein Validierungsexperiment zur Kontrolle der
Primer-Effizienz vorgeschaltet, anhand der die Auswertungsmethode festgelegt wurde.
Hierfir wurde ¢cDNA in 1:2-Schritten mit dd H,O verdiinnt und die jeweiligen Gen-
Abschnitte fiir A\GSTP1, hGSTA4, hNQO1 und S-Aktin in einer PCR amplifiziert.

3.2.2.4.5 AUSWERTUNG
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Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-
Schwellenwertes, dem so genannten Threshold Cycle (Cr)-Wert. Der Cr-Wert ist jener PCR-
Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant iibersteigt.
Zu diesem Zeitpunkt ist die Amplifikation exponentiell und es gibt keine limitierenden
Faktoren, wie Primer- oder Nukleotidmangel, nachlassende Enzymaktivitit oder Inhibierung
der PCR-Reaktion durch Generation bestimmter Produkte. Es werden in jedem PCR-Lauf
definierte Templatemengen amplifiziert. Daraus ldsst sich eine Standardkurve erstellen,
anhand derer man von einem bestimmten Cr-Wert auf eine Templatekonzentration schlieBen
kann. Zur relativen Quantifizierung der hGSTP1, hGSTA4 und hANQOI mRNA-Expression,
normalisiert auf das endogene Referenzgen [-Aktin, wurde die ,,Comparative Cr Method*
(AACt = ACt kontrolle -~ ACT genandiung) gemél den Vorlagen von Applied Biosystems (User
Bulletin #2) herangezogen. Der Fold Change wurde nach Ermittlung einer 100%-igen Primer-

Effizienz (Validierungsexperiment) nach folgender Formel berechnet:
Fold Change = 244°T

3.2.3 BIOCHEMISCHE TECHNIKEN

3.2.3.1 INKUBATION MIT PHYTOESTROGENEN

Fir die nachfolgenden Untersuchungen wurden MCF-10A und MCF-7 Zellen nach
Vorinkubation in estrogen-depletierten Medium mit den Phytoestrogenen GEN, EQU und
ENL in den Konzentrationen von 0-30 pM bzw. dem als Referenzsubstanz dienenden E2

(10 nM) fiir 48 h inkubiert. Als Kontrolle diente das Losungsmittel DMSO (0,1 %).

3.2.3.2 ISOLIERUNG VON GESAMT-PROTEINEN AUS DEN ZELLEN

Fiir die Zytosolextraktion wurden die geernteten Zellpellets in Homogenisationspuffer mit
Proteasechemmer (1 mM Pefabloc) resuspendiert und im FEisbad mittels Ultraschall-
homogenisator 1 min mit 40 % der maximalen Leistung (30 W) mechanisch lysiert. Nach der
sich anschlieBenden Zentrifugation (16.000 g, 60 min, 4°C) zur Sedimentierung der

Zelltriimmer wurden die Uberstéinde (Zytosole) aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

3.2.3.3 PROTEINBESTIMMUNG NACH BRADFORD

Die Bestimmung des Proteingehaltes in den Zytosolextrakten erfolgte nach der Methode
von Bradford mit BSA als Standardprotein [278]. Der Nachweis beruht auf der spezifischen
Bindung des Trimethylmethan-Farbstoffs Coomassie Brilliantblau G an Sulfhydrylgruppen
der Proteine, wodurch sich das Absorptionsmaximum von 470 nm nach 595 nm verschiebt

[279]. Bei dieser Wellenlédnge wird die Zunahme der Absorption gegen den freien Farbstoff
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photometrisch gemessen. Dabei ist die Menge des entstehenden Farbkomplexes proportional
zur vorhandenen Proteinmenge.

Die Quantifizierung der Proteinkonzentrationen erfolgte anhand der Eichreihe mit BSA,
welche aus einer 1%-igen Stammldsung fiir den Konzentrationsbereich 0—150 pg/ml durch
Verdiinnen mit Homogenisationspuffer hergestellt wurde. Die Zytosole wurden mit
Homogenisationspuffer so verdiinnt (Verdiinnungsfaktor: 150-200), dass ihr Proteingehalt im
linearen Bereich der Eichgeraden (10-150 pg BSA/ml) lag. Von den Standards und Zytosolen
wurden jeweils 20 pl in 96-well-MTPs aufgetragen. 10 — 30 min nach Zugabe von je 180 pl
Bradford-Reagenz wurde die Absorption spektrophotometrisch bestimmt. Die Protein-

konzentration der Zytosole wurde durch lineare Regression der Eichgeraden berechnet.

3.2.3.4 WESTERN BLOT DER GST-ISOENZYME UND NQO1

Die Western Blot-Technik, die auch als Immunoblotting bezeichnet wird, umfasst den
Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Triagermembranen mit anschlieBender
Immunodetektion. Dazu werden die Proteingemische mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und iiber Kapillartransfer oder Elektrotransfer auf einer Membran immobilisiert, um
abschlieend die entsprechenden Zielproteine (Antigene) mit spezifischen Antikérpern
immunologisch nachzuweisen. Mit dieser Methode wurden die als Dimer vorkommenden
zytosolischen hGST-Isoenzyme A1/2, A4-4, M1-1, M2-2 und P1-1 sowie die hNQO1-1 semi-
quantitativ nachgewiesen. Fiir die hGSTA4-4 und hNQOI-1 stand kein entsprechendes
Standardprotein zur Verfiigung, so dass der Nachweis lediglich qualitativ, normalisiert auf -
Aktin erfolgte (Fold Change). Der Nachweis der hGSTM2-2 mittels des GST p-Antikorpers
ist nicht vollig bewiesen, da kein hGSTM2-spezifischer Antikorper und kein entsprechendes
Standardprotein fiir dieses Isoenzym zur Verfligung standen. Die Annahme wurde jedoch
durch das sich von hGSTMI1-1 unterscheidende geringere Molekulargewicht sowie durch
weitere Untersuchungen auf DNA- und mRNA-Ebene gestiitzt [219]. Die hGSTA1/2,
bestehend aus Al-1, A1-2 und A2-2, wurde aufgrund des gleichen Molekulargewichts und
gleicher Antikorperspezifitit zusammen detektiert.

Das Protokoll der verwendeten Western Blot-Technik nach Ebert ef al. [231;280] wurde
auch in dieser Arbeit fiir den Nachweis der hGSTs und modifiziert fiir hNQOI-1
iibernommen. Die Besonderheiten in den aufgetragenen Proteinmengen der Zytosolextrakte

und der Immunodetektion sind in Tabelle 3.9 und Tabelle 3.10 zusammengefasst.
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Tabelle 3.9: Aufgetragene Proteinmengen zum Nachweis der GST-Isoenzyme und NQO1

Zellen Gesamtprotein (ug) fur Detektion von

hGSTA1/2 hGSTA4-4 hGSTM1/2 hGSTP1-1 hNQO1-1
MCF-10A 60 80 125 25 60
MCF-7 60 80 125 80 60

Tabelle 3.10: Besonderheiten der Immunodetektion

Schritte hGSTA1/2, M1/2, P1 hGSTA4-4 hNQO1-1 B-Aktin
Blockieren 5 % Milchpulver in 5 % Milchpulver in 5 % Milchpulver in 5 % Milchpulver in
TBST TBST TBST TBST
1 h, RT iiber Nacht, RT 1 h, RT 1 h, RT
Priméranti- mouse anti-hGST chicken anti-hGSTA4  goat anti-hNQO1 mouse polyclonal
korper (1:5000) (1:3000); 2,5 h, RT (1:1000) antibody (1:10000),
iiber Nacht, RT iiber Nacht, RT 1 h, RT
Waschschritt TBST TBST TBST TBST
3 x 5min, RT 3 X 5min, RT 3 X 5min, RT 3 x 5min, RT
Sekundéranti- rabbit anti-mouse-HRP goat anti-chicken-AP  rabbit anti-goat-AP rabbit anti-mouse-HRP
korper (1:800); 1 h, RT (1:10000); 1 h, RT (1:10000) (1:10000); 1 h, RT
1 h,RT
Waschschritt TBST; 3 x Smin, RT  TBST; 3 x5 min, RT  TBST; 3 x 5 min, RT TBST; 3 x 5 min, RT
Detektion DAB, H,0, ECL ECF ECL
(kolorimetrisch)

Die Blots der hGSTA1/2, M1/2 und P1-1 (Blende 5,6; Expositionszeit 0,6 sec;
Einstellung: colorimetric) und die Chemilumineszenz und Chemifluoreszenz der hGSTA4-4
und hNQOI1-1 Blots (Blende 5,6; Expositionszeit 0,6 sec (hGSTA4-4), 5-10 sec (hNQOI1-1))
wurden mit dem BioRad-MultimanagerS mit Unterstiitzung des Programms Quantity One™
detektiert. Fiir die Quantifizierung der Banden wurde das ,,Band Analysis Tool“ der gleichen
Software benutzt. Als Auswertungsparameter wurde die ,,Peak Density* gewihlt. Der
Mittelwert der Banden der GST-Proteinstandards fiir hGSTA1/2, M1/2, P1-1 von jedem Blot
diente als Referenz fiir die Quantifizierung des GST-Proteins der Proben. Die Proteinmenge
der nachgewiesenen GST-Isoenzyme wurde jeweils auf die Zellzahl und das Gesamtprotein
der Proben bezogen. Die Modulation der Proteinexpression der hGSTA4-4 und hNQO1-1
wurde auf B-Aktin bezogen als Fold Change dargestellt.

3.2.3.5 BESTIMMUNG DER GST-GESAMTAKTIVITAT

Bei der Methode zur Bestimmung der GST-Gesamtaktivitidt von Habig et al. handelt es
sich um einen enzymatischen Aktivitatstest des kontinuierlichen Typs, bei dem die Bildung
von S-2.4-dinitrophenylglutathion, des Produkts der GST-katalysierten Konjugation von 1-
Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) mit Glutathion, quantifiziert wird [281]. Die mit der
Produktbildung einhergehende Gelbfirbung der Reaktionsldsung fiihrt zu einer Zunahme der
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Extinktion bei 340 nm, welche tiber die Zeit gemessen wird. Mit Ausnahme der hauptsichlich
hepatisch vorkommenden GSTO zeigen alle GST-Isoformen gegeniiber CDNB eine relativ
hohe GSH-konjugierende Aktivitét [221].

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte bei 30°C in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 6,5) mit 1 mM
CDNB und 1 mM Glutathion als Substraten. Durch Zugabe des Zytosols wurde die Reaktion
gestartet. Die Zunahme der Extinktion bei 340 nm wurde iiber einen Zeitraum von 5 min
gegen den Reaktionsansatz ohne Enzyme spektralphotometrisch gemessen. Der Anstieg im
linearen Bereich der Enzymkinetik diente als Grundlage flir die Berechnung der Aktivitét
nach der unten dargestellten Formel. Die resultierende Aktivitdt des Zytosols wurde auf die
Zellzahl und den Proteingehalt bezogen. Letzteres stellt die spezifische Aktivitit dar.

Aktivitat (nmol x min x mI™) = AE /min *V * 1000
e*d*v

(AE / min = Extinktionsinderung/min; V = Volumen Reaktionsansatz (1 ml); (9,6 mM™" cm™); d = Schichtdicke
(1 cm);v = Volumen Zytosol (25-100 ul)

3.2.3.6 BESTIMMUNG DES INTRAZELLULAREN GLUTATHION-STATUS

Reduziertes (GSH) und oxidiertes Glutathion (GSSG) stellen zusammen ein zelluldres
Puffersystem zur Regulation oxidativer Vorginge dar. Die Methode beruht auf der
Absorption einer chromophoren Thion-Verbindung bei 400 nm, welche in einer Zwei-Schritt-
Reaktion gebildet wird.

Nach Ernte der Zellen wurden diese in 5 %-iger Metaphosphorsdure resuspendiert, um
das die Messung storende Protein aus der Losung zu entfernen, mittels Ultraschall 2 min
homogenisiert und anschlieBend zur Entfernung der Zelltriimmer abzentrifugiert (9.500 g,
10 min, RT). Der Uberstand wurde abgenommen und bis zur Messung bei - 20°C aufbewahrt.

Die Quantifizierung der GSH-Konzentrationen erfolgte anhand einer Eichreihe, welche
aus einer 0,5 mM GSH-Stammldsung fiir den Konzentrationsbereich 0-100 uM durch
Verdiinnen mit Metaphosphorsdure hergestellt wurde. Von den Standards und Zytosolen
wurden jeweils 60 pl in einer 96-well-MTP doppelt aufgetragen. 10 min nach Zugabe von je
140 pl Reagenz des GSH-Kits (Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach, Germany), angesetzt
nach den Angaben des Herstellers, wurde die Absorption bei 400 nm im MTP-Photometer
gemessen. Die GSH-Konzentration der Zytosole wurde durch lineare Regression der

Eichgeraden berechnet und auf die Zellzahl bezogen.

GSH (nmol/10° Zellen) = OD 00 X VOIUMENesamt
Volumeneingesetzt XeX 106 X Ze“zahl

(OD = Optische Dichte (Absorption), € = Extinktionskoeffizient)
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3.2.3.7 BESTIMMUNG DER NQO-AKTIVITAT

Der NQO-Aktivititsassay, durchgefiihrt in 96-well-MTPs, beruht auf der direkten
Bestimmung der Quinonoxidoreduktase (hNQO1) im Zytosol durch Messung der NADPH-
abhéngigen Menadiol-vermittelten Reduktion von MTT (Abbildung 3.4) [282].

. . . . 6-PHOSPHO- GLUCOSE
Abbildung 3.4: Prinzip der NQO Aktivitatsbestimmung GLUCONATE 6-PHOSPHATE

GLUCOSE-
HOSPHATE

0S|
Nach Inkubation der MCF-10A und MCF-7 Zellen NADPH < T ROCENASE” NaDP

QUINONE

in 96-well-MTPs wurden die Zellen mit einer o} REDUCTASE OH
Lyselosung (50 pl/Kavitdt), bestehend aus 2 mM O “\_sronTaNEOU OH
EDTA (pH 7,8) und 0,8 % Digitonin, fiir 30 min bei REDUCED MTT it

(FORMAZAN DYE)
37°C behandelt, mit dem Ziel, Zell- und

Kernmembranen zu permeabilisieren. Anschlieend wurde die Reaktionsldsung (0,5 M Tris-
HCI (pH 7,4), 7.5 % BSA (w/v), 1,5 % Tween-20, 7,5 mM FAD, 150 mM Glc 6-P, 50 mM
NADP, 30U yeast Glc 6-P Dehydrogenase, 4,5 mg MTT, dd H,O, 50 mM Menadion)
(100 pl/Kavitédt) zupipettiert. Nach 30 min (MCF-10A) bzw. 20 min (MCF-7) war die
Formazan-Bildung abgeschlossen und die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 mM
Kaliumphosphat (pH 7,4) und 0,3 mM Dicumarol gestoppt. Die Messung der Absorption des
gebildeten Formazan-Farbstoffes erfolgte mit einem Spektrophotometer bei einer
Wellenldnge von 570 nm (Referenzwellenldnge 650 nm). Die Modulation der NQO-Aktivitit
nach Substanzinkubation wurde durch Bezug der gemessenen Absorptionen auf die der

Kontrolle DMSO (100 %) berechnet.

3.2.4 GENOTOXIZITATSTESTS

Die Untersuchungen zum karzinogenen Potential Brustkrebs-relevanter Risikofaktoren
und zum Einfluss des Phase II-Enzym-Status der MCF-10A und MCF-7 Zellen auf die
Genotoxizitit spezifischer Risikofaktoren wurden mit der Einzelzellmikrogelelektrophorese
(,,Comet Assay*) unter alkalischen Bedingungen nach Singh et al. [283] und modifiziert nach
Pool-Zobel et al. [284] durchgefiihrt. Mit dieser Methode ist es mdglich, sowohl Einzel- und
Doppelstrangbriiche als auch alkalilabile Stellen, Cross Links und Exzisionsreparatur-Stellen
in der DNA einzelner Zellen nachzuweisen. Das Prinzip beruht auf der Migration der im
elektrischen Feld schneller wandernden geschéddigten DNA aus der Kern-DNA, welche nach

Anfarbung als Kometenschweif sichtbar wird.
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3.2.4.1 PRINZIP DER EINZELZELLMIKROGELELEKTROPHORESE

Nach Beendigung der Inkubation mit den Testsubstanzen wurden die Zellen
abzentrifugiert (300 g, 5 min, RT), in PBS bzw. phenolrotfreien RPMI gewaschen und deren
Vitalitidt bestimmt. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in 0,7 %-iger Low-
Melting-Agarose (LMA) aufgenommen, auf mit Normal-Melting-Agarose vorbeschichteten
Objekttragern (OT) je Probe dreifach aufgetragen und durch eine abschlieBende LMA-
Schicht vollstindig in Agarose eingebettet. AnschlieBend wurden die OTs fiir mindestens 1 h
in einer alkalischen Lyselosung (pH > 13) bei 4°C aufbewahrt. Fiir das ,,alkaline unwinding*
der DNA und die Umwandlung alkalilabiler Stellen in Einzelstrangbriiche wurden die OTs
nach der Lyse 20 min im Elektrophoresepuffer (pH 13) inkubiert und anschlieBend zur
Migration der DNA einer Elektrophorese bei 25 V und 300 mA fiir 20 min unterzogen. Nach
anschlieBender Neutralisation wurden die OTs mit SYBR® Green angefirbt und bis zu ihrer
Vermessung bei 4°C feucht gelagert.

Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der DNA-Schiden erfolgte mit
Unterstiitzung des Bildauswertesystems Komet 4.0 (Kinetic Imaging, UK), wobei fiir jede
Konzentration die DNA von 150 Zellen (50 Zellen/OT als Dreifachbestimmung) vermessen
und die Messwerte gemittelt wurden. Als Auswertungsparameter diente die ,,Tail Intensity*

(TT), welche den prozentualen Anteil der Fluoreszenz im Kometenschweif darstellt.

3.2.4.2 DO0OSIS-WIRKUNGS-BEZIEHUNGEN

Die Zellen wurden mit den in PBS bzw. DMSO gelosten potenziell genotoxischen Test-
substanzen vor Licht geschiitzt inkubiert (Tabelle 3.11). Fiir jede Testkonzentration, das
Inkubationsmedium und die hochste DMSO-Konzentration (0,1 %) wurde jeweils 1 Aliquot

mit 0,5 x 10° Zellen angesetzt.

Tabelle 3.11: Inkubationsbedingungen der Testsubstanzen im Comet-Assay

Substanz Stammlésung  Testkonzentration  Inkubations-Medium Inkubations-
(mM) (uM) bedingungen

E2 100 0,001-1000 RPMI 1 h,2h,4h,24h,37°C

4-OH-E2 100 0,01-1 RPMI 2 h,37°C

H,0, 9790 4,5-150 PBS 5 min, 4°C

HNE 7 25-150 RPMI 30 min, 37°C

BaP 100 10-200 RPMI 30 min, 37°C

BPDE 100 1-100 RPMI 30 min, 37°C

Menadion 20 0,25-10 RPMI 30 min, 37°C

Im Anschluf} an die Inkubation wurde mit dem Comet Assay wie unter 3.2.4.1 beschrieben

fortgefahren und die induzierten DNA-Schéden ermittelt.
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3.2.4.3 REPARATURVERSUCHE

Die Untersuchungen zur Reparaturkapazitit der transformierten MCF-7 Zellen wurden
unter Verwendung von H,O; durchgefiihrt.

Die Inkubation der Zellen (2 x 10° Zellen/ml) mit H,O, (18,75 uM) und der Kontrolle
PBS erfolgte wie im Abschnitt 3.2.4.2 beschrieben. AnschlieBend wurden die Zellen
gewaschen und auf jeweils 7 Eppendorf-Tubes aliquotiert (0,5 x 10° Zellen). Zwei Tubes (je
ein Tube fiir PBS und H,0,) wurden zum Zeitpunkt 0 min abzentrifugiert (300 g, 5 min, RT)
und auf OTs aufgetragen, die librigen nach einer Inkubationszeit von 10, 15, 20, 30, 60 und

120 min bei 37°C. Im Folgenden wurde mit den OTs wie unter 3.2.4.1 verfahren.

3.2.4.4 CHALLENGE-ASSAY

Fiir die Untersuchungen zur Chemoprotektion durch Phytoestrogene wurden MCF-10A
und MCF-7 Zellen mit GEN (1-30 uM), Inkubationsmedium und der Lésungsmittelkontrolle
DMSO (0,1 %) 48 h vorinkubiert. Nach der Zellernte wurden je Behandlung 0,5 — 1 x 10°
Zellen in ein Tube iiberfiihrt und mit dem schidigenden Agenz (HNE, Menadion, BPDE) bei
37°C unter leichtem Schiitteln und vor Licht geschiitzt inkubiert (Tabelle 3.12). Im Anschluf3
erfolgte die Lyse, Elektrophorese und Féarbung (Kapitel 3.2.4.1).

Tabelle 3.12: Inkubationsbedingungen der Testsubstanzen im Challenge-Assay

Substanz Stammlésung Testkonzentrationen Inkubationszeit
MCF-10A MCF-7

HNE 7 mM 150 uM 75 uM 30 min

Menadion 20 mM 10 uyM 5uM 30 min

BPDE 100 mM 50 uM 20 uM 30 min

3.2.5 ANALYTIK: BESTIMMUNG DER ZELLULAREN AUFNAHME VON GENISTEIN

Die Untersuchungen zur zelluldren Aufnahme von Phytoestrogenen am Beispiel von GEN
wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. S. Kulling an der BFEL
durchgefiihrt, die die Analysen durchfiihrte.

MCF-10A und MCF-7 Zellen wurden in einer Dreifach-Bestimmung in 6-well-MTPs (0,6
bzw. 0,8 x 10° Zellen/Kavitit) ausgesit. 24 h nach Umsetzen der Zellen auf estrogen-
depletiertes Medium wurden sie mit 1 uM und 10 uM GEN bzw. 0,1 % DMSO fiir 1 h und
24 h behandelt. Die restliche Inkubationslésung wurde bis zur Analyse und Kontrolle der
Inkubationskonzentrationen bei —20°C gelagert. Nach Ende der Inkubationszeit wurde der
Mediumiiberstand abgenommen und in 15 ml Reaktionsgefifle iiberfiihrt. Anschlieend
wurden die Zellen mit PBS+BSA gespiilt, um unspezifisch adsorbierte, an der Oberfliche der

Zelle sitzende Isoflavone zu entfernen. Die Spiillosung wurde zu den Mediumiiberstdnden



Material und Methoden 54

gegeben. Durch Zugabe von dd H,O wurden die Zellen lysiert, mit einem Zellschaber von der
Platten-Oberfliche geldst, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Zur vollstindigen Lyse
wurden die Zellen zusitzlich einer mechanischen Behandlung mittels Ultraschall (auf Eis)
ausgesetzt [102]. 50 ul des erhaltenen Zelllysats wurden fiir die Proteinbestimmung nach
Bradford (Kapitel 3.2.3.3) abgenommen, der Rest abzentrifugiert (10.000 g, 30 min, 4°C).
Danach wurde die zytosolische Fraktion (Uberstand) abgenommen und in ein 2,0 ml
Reaktionsgefdl pipettiert, das Zellpellet erneut mit dd H,O (100 pl) gewaschen, zentrifugiert
und vom Uberstand getrennt. Die somit erhaltenen Zytosol- und Membranfraktionen wurden
bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

Aliquote der Uberstinde, Membranfraktionen und Zytosole wurden mittels HPLC und
UV-Detektion bei 260 nm analysiert, unter Verwendung einer Prontosil (150 nm x 4.0 mm
i. d., PartikelgroBBe 3 pm) reversed-phase Séule (Bischoff, Leonberg, Germany). Die Elution
wurde durch einen linearen Gradienten erzielt. Die aufgetretenen Peaks zwischen 190 nm und
400 nm wurden aufgezeichnet.

Die Konzentrationen von GEN und der Metabolite im Inkubationsmedium und den
Mediumiiberstinden wurde in uM angegeben, die im Zytosol und den Membranen in pM und
pmol (Stoffmenge). Uber die Stoffmenge wurde zum einen die Menge an GEN (pmol)/mg
Protein und zum anderen die Menge an GEN/Zellvolumen (pmol/l) berechnet. Der fiir die
Berechnung des Zellvolumens benétigte Zelldurchmesser wurde mit Hilfe eines Beckman

Coulter Counters (UK) ermittelt.

3.2.6 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Ergebnisse der Inkubationsversuche wurden gemittelt und sind als Mittelwert +
Standardabweichung (MW + SD) von mindestens 3 unabhingigen Versuchen angegeben.
Dartiber hinaus wurden fiir die Bestimmungen der Proliferationsrate und der metabolischen
Aktivitdt und fiir die Untersuchungen mittels Comet Assay in jedem Versuch 3 parallele
Ansitze durchgefiihrt, deren Mittelwert die Grundlage fiir die einzelnen Versuche bildete. Die
Ergebnisse aus den Untersuchungen zum Proliferationsverhalten, der metabolischen Aktivitét
und zur Modulation der Genotoxizitit wurden prozentual auf die unbehandelte
Losungsmittelkontrolle DMSO (100 % Wert) bezogen. Bei Messreihen, in denen sich die
einzelnen Messpunkte in einem Parameter dnderten (Zeit, Konzentration), erfolgte die
statistische Uberpriifung der Ergebnisse mittels One-way ANOVA und Dunnett’s Posttest
(Vergleich der Messwerte der Behandlung mit denen der Kontrolle). Der statistische

Vergleich der Zelllinien bzw. die Wirkung zweier Substanzen erfolgte mittels Two-way
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ANOVA und Bonferroni Posttest. Die statistische Auswertung der Genexpressionsanalysen
wurde nach vorausgegangener Varianzanalyse (F-Test) mit Hilfe des zweiseitigen,
ungepaarten t-Tests durchgefiihrt. Zur statistischen Berechnung wurden die Programme
EXCEL und GraphPad Prism Version 4.01 fiir Windows genutzt. Die verwendeten
Analysemethoden sind im Ergebnis der jeweiligen Untersuchung angegeben. Als statistisch
signifikant wurden Analysen mit p<0,05 bewertet. In den Grafiken wurden p<0,05 mit *,
p<0,01 mit ** und p<0,001 mit *** kenntlich gemacht. Die Beziehung zwischen hGSTP1-1
Proteinlevel und GST-Aktivitit wurde unter Verwendung der linearen Regression tiberpriift.

Die Ermittlung der ECso-Konzentrationen erfolgte iiber die Nichtlineare Regression.

Abbildung 3.5 zeigt eine Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten

Untersuchungsebenen unter Angabe der verwendeten Methoden.
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Abbildung 3.5 Ubersicht der in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen unter Angabe der
verwendeten Methoden
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4 ERGEBNISSE

4.1 BEWERTUNG DER SENSITIVITAT HUMANER MAMMAZELLEN GEGENUBER
FUR DIE MAMMAKARZINOGENESE BEDEUTENDEN PROTEKTIVEN

FAKTOREN UND AUSGEWAHLTEN RISIKOFAKTOREN

4.1.1 CHARAKTERISIERUNG DER HUMANEN MAMMAZELLLINIEN

Fiir die Untersuchungen zur chemoprotektiven Wirkung von Phytoestrogenen an humanen
Brustzellen wurden die Zelllinien MCF-10A und MCF-7 als in vitro-Modelle gewéhlt. Diese
repriasentieren unterschiedliche Stadien des Mammakarzinogeneseprozesses, namlich nicht-
transformierte und transformierte humane Brustgewebszellen. Im Vorfeld der Untersuchungen
galt es zunidchst, basale Parameter wie Zelltyp, Karyotyp, Anheftungsrate und Wachstums-
verhalten zu ermitteln, um diese, in unserem Labor noch nicht etablierten Zelllinien genauer zu

charakterisieren und so die Basis fiir nachfolgende Untersuchungen zu schaffen.

4.1.1.1 NACHWEIS DES EPITHELIALEN URSPRUNGS

Die Methode der indirekten Immunfluoreszenz (Kapitel 3.2.1.3) wurde zur Uberpriifung des
epithelialen Ursprungs der Zelllinien sowie zum Ausschluss einer Fibroblasten-Kontamination
der Kultur angewandt. Positivkontrolle fiir den Fibroblasten-Antikdrper waren aus humanem
Biopsiematerial isolierte Kolonfibroblasten. Abbildung 4.1 =zeigt die Ergebnisse der
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung.

Die Mammazelllinien reagierten positiv auf den epithelzellspezifischen Antikorper Ber-
EP4, wihrend die Kolonfibroblasten keine Fluoreszenz zeigten. Im Gegensatz dazu wurden mit
dem Anti-Fibroblasten-Antikérper FIB1-AS02 lediglich die Kolonfibroblasten angefarbt,
MCF-10A und MCF-7 Zellen wiesen dagegen keine Markierung auf. Die PBS-Kontrolle (ohne
Primdrantikérper) war bei allen getesteten Zellen und Antikérpern negativ, so dass
falschpositive Fluoreszenzsignale aufgrund unspezifischer Hintergrundbindung der Antikdrper
ausgeschlossen werden konnen. Die Ergebnisse weisen somit eindeutig den epithelialen
Charakter der Zelllinien MCF-10A und MCF-7 nach und zeigen auch, dass die Zelllinien
fibroblastenfreie Zellpopulationen sind (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Indirekte Immunfluoreszenz von Ep-CAM- bzw. Thy-1 (CD90)-Antigen in MCF-10A,
MCF-7 und priméaren Kolonfibroblasten.

Nach Aussaat der Zellen auf Deckglidschen wurden diese im jeweiligen Kulturmedium in 6-well-Platten kultiviert
und im Anschluss der Immunfirbung unterzogen. Die Auswertung erfolgte bei 400-facher Vergroferung unter
dem Fluoreszenzmikroskop mit der fiir jede Zellart optimalen Belichtungszeit (msec bzw. sec). Die Morphologie
der einzelnen Zelltypen ist in den Durchlichtaufnahmen gezeigt.

4.1.1.2 KARYOTYPISIERUNG DER MAMMAZELLEN

Wihrend bei Zellen des gesunden Brustgewebes ein diploider Karyotyp vorliegt, war der
Karyotyp der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien nicht bekannt. Zwar wurde jede
Zelllinie bei der Etablierung hinsichtlich ihres Karyotypes untersucht [258;259], allerdings ist
bekannt, dass sich Kulturzellen mit der Zeit der Kultivierung und in Abhidngigkeit vom
Laboratorium verdndern.

Die von der Arbeitsgruppe von Prof. U. Claussen (Institut fiir Humangenetik und
Anthropologie der FSU Jena) durchgefiihrte Karyotypisierung (Kapitel 3.2.1.4) der MCF-10A
Zellen mittels 24-Farben-FISH zeigte einen diploiden Karyotyp mit geringer Anzahl an
Aberrationen (Anhang Abbildung 9.1), worunter Deletionen, Isochromosomen und derivative
Chromosomen zu finden sind (<2n>47;XX;del(1q);+i(1q);der(3)t(3;5);1(8q);der(9)t(9;3;5)).

Die Auswertung der Metaphasen der MCF-7 Zellen war sehr schwierig, da jede Metaphase
ein anderes Aberrationsspektrum aufwies. 4 von 10 Metaphasen wurden schlie3lich analysiert
und karyotypisiert. Die Zellen zeigten einen hypertetraploiden Karyotyp mit 72-75
Chromosomen und zahlreichen Aberrationen (Anhang Abbildung 9.2). Beim Vergleich des
Karyotypen mit dem vom DSMZ (www.dsmz.de), der als hypotetraploid (80-87 Chromo-

somen) beschrieben wurde, stimmten folgende Aberrationen iiberein: -X;-X;-1;-1;-9;-10;-10;-
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13;-13;-17;-18;-20;-20;-20;-22;-22;-22;der(2)t(2;3)x2; der(5)t(5;?);der(1). Diese Aberrationen

waren in mindestens 2 der Karyogramme beobachtet worden.

4.1.1.3 WACHSTUMSKINETIK UND ERMITTLUNG DER GENERATIONSZEIT

Fir die Zellkultur- und Inkubationsexperimente war es erforderlich, das Wachstums-
verhalten der Mammazellen in Kultur zu charakterisieren. Dazu wurde eine Wachstumskinetik
unter Standardkulturbedingungen erstellt (Kapitel 3.2.1.5).

In Abbildung 4.2 sind die Wachstumskinetiken der Zelllinien dargestellt. Bei beiden
Zelllinien betrug die lag-Phase, d.h. die Phase der Adhédsion, 24 h. Danach begann das
exponenzielle Zellwachstum (log-Phase), welches nach ca. 144 h in die Plateauphase miindete.
Die Vitalitit nach Emnte der Zellen blieb iiber den gesamten Versuchszeitraum mit
durchschnittlich 99+ 0,9 % (MCF-10A) und 93+0,4 % (MCF-7) unbeeinflusst. Die

Anheftungsraten 24 h nach Zellaussaat lagen bei beiden Zelllinien bei ca. 99 %. Die aus dem

linearen Kurvenverlauf (log-Phase) ermittelten Generationszeiten betrugen fiir die

dysplastischen MCF-10A Zellen 23 h und fiir die transformierten MCF-7 Zellen 30 h.

---#--- MCF-10A —A&— MCF-7

absolute Zellzahl (x106)

0 2‘0 4‘0 6‘0 8‘0 160 12‘0 14;0 1€0 18‘0
Zeit (h)
Abbildung 4.2: Wachstumskinetik der MCF-10A und MCF-7 Mammazelllinie

Die Bestimmung der absoluten Zellzahl zu definierten Zeitpunkten, angegeben in MW = SD (n = 3), erfolgte
mittels Trypanblau-Ausschluf3test.

Zusammenfassung 4.1.1: Die Untersuchungen zur Zellcharakterisierung zeigten, dass die hier
verwendeten Zelllinien, die unterschiedliche Stadien im Karzinogeneseprozess reprdsentieren,
epithelialen Ursprungs waren. Beziiglich des Karyotyps bestanden grofse Unterschiede.
Wéhrend die dysplastischen MCF-10A Zellen einen nahezu diploiden und stabilen Karyotyp
aufwiesen, waren die MCF-7 Tumorzellen hochabberrant und sehr instabil in ihrem Karyotyp.

Die Verdopplungszeiten der Zellen waren dagegen vergleichbar.
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4.1.2 UNTERUCHUNGEN ZUR PHYTOESTROGEN-WIRKUNG IN MAMMAZELLEN

UNTERSCHIEDLICHEN TRANSFORMATIONSGRADES

Zahlreiche in der Literatur beschriebene in vitro- und in vivo-Experimente zeigten, dass
Isoflavone und Lignane das Wachstum von Krebszellen unterdriicken und somit als ,,supressing
agents™ chemoprotektiv gegen die Entwicklung von Brustkrebs wirken. Die Mehrheit dieser
Studien betrachteten jedoch vorrangig die Hauptisoflavone GEN und DAI und das Lignan ENL
in etablierten Brustkrebsmodellen. Ziel dieser Arbeit war es daher, die potenziell chemopro-
tektiven Effekte der Isoflavone GEN, DAI und ihrer bakteriellen Darmmetabolite, eines
Isoflavon-Gemisches (Mix(EQU)) und der Saugerlignane ENL und END in den dysplastischen
MCF-10A Zellen zu ermitteln und diese biologischen Effekte mit denen in den tumorigenen
MCF-7 Zellen zu vergleichen. Die Gemisch-Zusammensetzung von 64 % GEN, 29 % DAI und
7% EQU wurde anhand humaner Plasmalevel ermittelt [72;73;285;286]. Als
Referenzsubstanzen zur Bewertung der estrogenen und antiestrogenen Eigenschaften der
Phytoestrogene dienten die Estrogene E2, 2-OH-E2 und 4-OH-E2. Der gewéhlte breite
Konzentrationsbereich reichte von physiologischen Dosen (0,1 uM), die nach Sojakonsum im
Plasma detektierbar sind, bis hin zu unphysiologischen Dosen (80 pM). Untersuchte Endpunkte
waren einerseits die Bestimmung des DNA-Gehaltes (DAPI-Assay) und die DNA-Syntheserate
(BrdU) und andererseits die Ermittlung der metabolischen Aktivitit (MTT-Assay, CellTiter ®-
Blue). Auf Basis dieser Untersuchungen sollten effektiv wirksame Metabolite, geeignete
Konzentrationen sowie optimale Inkubationszeiten fiir die nachfolgenden Untersuchungen

ermittelt werden.

4.1.2.1 MODULATION DES DNA-GEHALTES ALS MAB FUR DIE ZELLZAHL

Die Abbildungen 4.3-4.7 zeigen die Entwicklung des DNA-Gehaltes als Maf} fiir die
Zellzahl in den beiden untersuchten Zelllinien nach 48-stiindiger Behandlung mit den
Testsubstanzen, denen mindestens drei unabhdngig voneinander replizierte Versuche
zugrundeliegen. Eine Ubersicht der individuellen Wachstums-Response der Zellen auf die
Testsubstanzen unter estrogen-depletierten Bedingungen iiber den gesamten Inkubations-
zeitraum (24 h, 48 h, 72 h) gibt Tabelle 9.6 im Anhang.

GEN, DAI und deren bakterielle Metabolite, mit Ausnahme des DHDAI, hemmten das
Wachstum der MCF-10A Zellen (Abbildung 4.3-4.4). Diese Effekte waren dosis- und
zeitabhédngig und erreichten bei Konzentrationen von > 10 uM statistische Signifikanz (Anhang
Tabelle 9.6). Dabei bestanden Unterschiede in der Wirkungsstirke der Verbindungen.
Mitglieder der GEN-Familie schienen effektiver als DAI-Abkdmmlinge zu sein, wie anhand

der ermittelten ECso-Werte deutlich wird (Anhang Tabelle 9.7) Eine 48-stlindige Inkubation
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fithrte zu halbmaximalen Hemmkonzentrationen von 35 uM und 73 pM fiir GEN und DHGEN,
wihrend aus der DAI-Familie ausschlieBlich EQU diese erreichte (ECsy =45 uM).

Im Gegensatz zur Wachstumshemmung in MCF-10A zeigten die Isoflavone
proproliferative Effekte in MCF-7 Zellen (Abbildung 4.3-4.4, Anhang Tabelle 9.6), welche
ebenfalls zeitabhdngig waren. GEN erwies sich als der stirkste Induktor des MCF-7
Zellwachstums und erhohte den DNA-Gehalt bereits nach 48 h bei physiologischen
Konzentrationen von 0,1 uM um max. 32 + 3,8 % und bei 1 uM um max. 36 £ 5,5 %. Die 72-
stiindige Behandlung fiihrte zu einer weiteren Wachstumsinduktion (0,1 uM: +51 £6,2 % und
10 uM: max. +63 £ 7,8 %). Die anderen Isoflavone waren schwicher wachstumsinduzierend
(= 1-20 uM: D +31 % nach 48 h und >0,1-20 uM: & +35 % nach 72 h). GEN und EQU
zeigten nach 48 h Inkubation zudem antiproliferative Effekte bei der hochsten Konzentration

von 80 uM, wobei die ECsg nicht erreicht wurde (Anhang Tabelle 9.7).
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Abbildung 4.3: Zellquantifizierung Uber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach
Inkubation mit GEN und dessen bakteriellen Metaboliten nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n > 3 (MCF-10A), n > 3
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.
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Abbildung 4.4: Zellquantifizierung Gber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach
Inkubation mit DAI und dessen bakteriellen Metaboliten nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n > 3 (MCF-10A), n > 3
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.
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Neben dem racemischen Gemisch EQU wurde auch der Einfluss des biologisch aktiven
Metaboliten S-EQU auf die Proliferation der Mammazellen untersucht. S-EQU modulierte das
Wachstum der MCF-10A Zellen zu keiner Expositionszeit und war damit schwicher wirksam
als EQU. In den MCF-7 Zellen war nach 24 h und 48 h Inkubation kein Einfluss der beiden
Isomere auf das Wachstum zu beobachten. Aber nach 72 h induzierte S-EQU das
Zellwachstum deutlich stdrker als das racemische Gemisch (max. +61 £ 10 % bei 1 uM fiir S-
EQU und max. +30 = 19 % bei 5 uM fiir EQU) (Anhang Abbildung 9.3, Anhang Tabelle 9.6).

Die wachstumsmodulierenden Effekte des synthetischen Isoflavon-Gemisches Mix(EQU)
im Vergleich zu denen der isolierten Isoflavone (GEN, DAI, EQU) in den Brustzellen sind in
Abbildung 4.5 dargestellt. Der Mix(EQU) hemmte das MCF-10A-Zellwachstum bei
Konzentrationen von 10-40 uM nach 24 h, 48 h und 72 h signifikant (ECso: 50 uM, 42 uM und
33 uM) (Anhang Tabelle 9.7). Die Wachstumshemmung von ca. 45 £ 16 % bei 40 uM nach
48 h beruht auf additiven Effekten der drei Isoflavone GEN, DAI und EQU in Kombination. Im
Gegensatz dazu wurde in MCF-7 Zellen eine starke Wachstumsinduktion durch Mix(EQU)
bereits ab physiologischen Dosen (0,1 pM: +39 + 13 %; 1 uM: + 56 £ 11 %) beobachtet. Das
synthetische Gemisch zeigte stiarkere Effektivitit als die isolierten Verbindungen, was auf einen

synergistisch proproliferativen Effekt von GEN, DAI und EQU in Kombination hinweist.
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175+ 175 =

)
=
o
o
A
)
=
[
o
A

DNA-Gehalt
(% der Kontrolle
DNA-Gehalt
(% der Kontrolle

v L) 0 v v L) L)

0 L) L) L) L)

L) L)
0 0.1 1 5 10 20 40 0 0.1 1 5 10 20 40

Konzentration (UM) Konzentration (uM)

Abbildung 4.5: Zellquantifizierung Giber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach
Inkubation mit Mix(EQU) im Vergleich zu den isolierten Isoflavonen nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n = 5 (MCF-10A), n =3
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOV A mit Dunnett’s Posttest.

Den Einfluss der Sdugerlignane ENL und END auf den DNA-Gehalt der untersuchten
Zelllinien nach 48 h zeigen Abbildung 4.6 und Tabelle 9.6 im Anhang. Die Lignane zeigten erst
bei Konzentrationen von >80 uM signifikante wachstumsmodulierende Wirkungen. ENL
hemmte das MCF-10A-Wachstum nach 24 h und 72 h und das MCF-7-Wachstum nach 48 h
und 72 h signifikant. ENL zeigte zudem eine Wachstumsinduktion in MCF-7 Zellen bei 10 pM
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nach 48 h und bei 5-40 uM nach 72 h (Anhang Tabelle 9.6). END wirkte ausschlielich in

MCF-10A Zellen wachstumsinhibierend (24 h und 72 h) (Anhang Tabelle 9.6).
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Abbildung 4.6: Zellquantifizierung Uber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach
Inkubation mit ENL und END nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n = 3 (MCF-10A), n = 4
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

Die antiproliferativen Effekte von GEN (>40 uM), DAI (80 uM), ENL (>10 uM) und END
(80 uM) waren in MCF-7 Zellen signifikant stirker ausgepréigt, wenn estrogenhaltiges Medium
(10 %FCS) verwendet wurde (Anhang Abbildung 9.4, Anhang Tabelle 9.7).

Die Wachstumsmodulation durch Estrogene in den Zellinien zeigt Abbildung 4.7. Die
estrogenen Verbindungen hemmten das Wachstum beider Zelllinien nach 48 h ab einer
Konzentration von 5 uM signifikant. Dabei ist die Rangfolge der Wirkungskraft 2-OH-E2 > 4-
OH-E2 = E2. Einzig E2 zeigte in MCF-7 Zellen signifikant wachstumsstimulierende Effekte
nach 24 hund 72 h (1 uM) (Anhang Tabelle 9.6).
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Abbildung 4.7: Zellquantifizierung Gber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach
Inkubation mit Estrogenen nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n > 3 (MCF-10A), n > 3
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.
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Die vergleichende Betrachtung der Wirkungen von Phytoestrogenen und E2 zeigte in den
MCF-10A Zellen nach 48 h eine vergleichbare Effektivitdt in der Wachstumsinhibierung von
E2 (ECsp =43 uM) und den Isoflavonen GEN (ECsy =35 uM), EQU (ECsp =45 uM) und dem
Mix(EQU) (ECsp =42 uM). In MCF-7 Zellen wirkten die Phytoestrogene und E2 bei niedrigen

Konzentrationen proproliferativ und bei hohen Dosen antiproliferativ.

4.1.2.2 MODULATION DER DNA-SYNTHESERATE

Neben der DAPI-Methode, die dem Screening aller Testsubstanzen diente, wurde in MCF-
10A und MCF-7 Zellen der Einfluss der effektivsten Isoflavone GEN und EQU zusétzlich auf
die DNA-Synthese (Kapitel 3.2.1.6.2) untersucht. E2 wurde als Referenzsubstanz mitgefiihrt.

GEN und EQU reduzierten dosisabhéngig die DNA-Syntheserate in MCF-10A (=10 uM)
und MCF-7 (240 uM) bereits nach 24 h signifikant (Anhang Abbildung 9.5, Anhang Tabelle
9.8). Die 48-stlindige Inkubation fiihrte nur in den MCF-7 Zellen zu einer noch stirkeren
Wachstumshemmung (Tabelle 4.1). In MCF-10A Zellen war nach 24 h bereits die maximale
Hemmung der DNA-Synthese erreicht. Nach 72 h war keine Detektion des BrdU-Einbaus mehr
moglich (keine ECsp-Berechnung mdglich). GEN und EQU {ibten im Vergleich zum DAPI-
Assay keine induzierenden Einfliisse auf die DNA-Synthese in MCF-7 Zellen aus.

E2 zeigte in MCF-10A &hnliche Hemmwirkungen wie die Isoflavone, in MCF-7 jedoch
stiarkere inhibierende Effekte (Tabelle 4.1, Anhang Tabelle 9.8).

Tabelle 4.1: Ermittelte ECso-Konzentrationen (uM) fiir die Testsubstanzen in MCF-10A und MCF-7 Zellen

Substanz MCF-10A MCF-7

t24 t48 t72 t24 t48 t72
Isoflavone
GEN 6 9 - 51 38 45
EQU 20 27 10 54 44 49
Estrogene
E2 19 17 - 17 19 10
-, ECs¢ nicht erreicht.

4.1.2.3 MODULATION DER METABOLISCHEN AKTIVITAT

Desweiteren wurde der Effekt ausgewihlter Isoflavone und E2 auf die mitochondriale
(MTT-Assay; Kapitel 3.2.1.7.1) und zellulire Enzymaktivitit (CellTiter-Blue®-Assay; Kapitel
3.2.1.7.2) als Indikatoren fiir die Zahl metabolisch aktiver Zellen und die Zytotoxizitit nach
48 h bestimmt. Zur besseren Darstellung der Ergebnisse wurde der Quotient aus der
Enzymaktivitit bezogen auf das Zellwachstum (DNA-Gehalt=100%) zum jeweiligen

Inkubationszeitpunkt bestimmt.
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In den MCF-7 Tumorzellen war keine Verdnderung der mitochondrialen Aktivitét infolge
der Isoflavon-Behandlung zu beobachten (Ratio = 1) (Anhang Abbildung 9.6). Allein E2 fiihrte
zu einer erhohten mitochondrialen Enzymaktivitdt bei 20-40 uM (+48-63 %) (Abbildung 4.8).
In MCF-10A Zellen erhohten die Phytoestrogene, mit Ausnahme von S-EQU, die
mitochondriale Aktivitit bezogen auf das Zellwachstum dosisabhidngig, vor allem in den
wachstumshemmenden Konzentrationen von > 10 uM, wihrend E2 keine Verdanderungen

hervorrief (Abbildung 4.8-4.9).
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Abbildung 4.9: Mitochondriale Enzymaktivitat in MCF-10A nach Inkubation mit Isoflavonen nach 48 h
Die Ergebnisse sind als das Verhiltnis von mitochondrialer Aktivitit zum DNA-Gehalt dargestellt, MW + SD,

n =4, *¥*p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

Die Effekte des synthetischen Isoflavon-Gemisches Mix(EQU) in MCF-10A Zellen weisen
auf eine additive Wirkung der drei Isoflavone hin (Abbildung 4.10), wéahrend in den MCF-7
Zellen kein Einfluss auf die metabolische Aktivitidt beobachtet wurde (Anhang Abbildung 9.6).
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Abbildung 4.10: Darstellung der additiven Wirkung der Isoflavon-Kombination Mix(EQU) auf die
mitochondriale Aktivitat in MCF-10A Zellen nach 48 h

Die Ergebnisse sind als das Verhiltnis von metabolischer Aktivitdt zum DNA-Gehalt dargestellt, MW + SD, n = 3,
*p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

Der CellTiter-Blue®-Assay zur Bestimmung der zelluliren Enzymaktivitit nach GEN-,
EQU- und E2-Behandlung war weniger sensitiv wie der MTT-Assay zur Detektion der
mitochondrialen Enzymaktivitdt. Tabelle 4.2 zeigt die Verdnderungen der zelluldren
metabolischen Aktivitit bezogen auf den DNA-Gehalt in MCF-10A und MCF-7 Zellen, welche
ausschlieBlich bei hohen unphysiologischen Konzentrationen beobachtet wurde.

Tabelle 4.2: Zellulare metabolische Aktivitat in MCF-10A und MCF-7 nach Inkubation mit GEN, EQU und
E2 nach 48 h

Konzentration GEN EQU E2
(uM) MCF-10A MCF-7 MCF-10A MCF-7 MCF-10A MCF-7
0 1,0+0,1 1,0+0,0 1,0+0,1 1,0+0,0 1,0£0,0 1,0£0,1
0,1 0,9+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1 1,0+0,0 1,0+0,1 0,9+0,1
1 0,9+0,0 0,9+0,1 0,9+0,1 0,9+0,0 1,0+0,1 0,9+0,1
5 0,8 +0,1 0,9 +0,1 1,1£0,1 1,0 £0,0 1,0+0,1 0,9+0,1
10 1,1+0,3 0,9+0,0 1,2+0,1 1,0+0,1 1,0£0,0 1,1 £0,1
20 1,24+0,2 0,9+0,0 1,3+0,5 0,9+0,2 1,3+04 1,7£0,1**
40 1,0+ 0,3 1,0+ 0,1 16+02* 1,0+0,2 1,7£0,1** 25+£0,3**

Die Ergebnisse sind als das Verhéltnis von metabolischer Aktivitdit zum DNA-Gehalt dargestellt, MW + SD, n =3
(MCF-10A), n = 3 (MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way-ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

Zusammenfassung 4.1.2: Die FErgebnisse haben gezeigt, dass die Phytoestrogene
antiproliferative Wirkungen in den dysplastischen MCF-10A Brustzellen (> 10 uM) ausiibten,
wdhrend diese in den MCF-7 Tumorzellen in physiologischen Konzentrationen (0,1-10 uM)
proestrogene Aktivititen aufwiesen. Das synthetische Isoflavon-Gemisch, das die Isoflavone
GEN, DAI und EQU in physiologischen Anteilen enthielt, wirkte additiv antiproliferativ in
MCF-10A4 und synergistisch proestrogen in MCF-7. Die metabolische Aktivitit der MCF-10A4
wurde im Gegensatz zur Zellzahl erhéht, in MCF-7 nahm sie parallel mit der Zellzahl zu. Auf
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Basis dieser Ergebnisse wurden die Konzentrationen und Inkubationszeiten fiir die

nachfolgenden Untersuchungen festgelegt.

4.1.3 UNTERSUCHUNGEN ZUR GENOTOXIZITAT POTENZIELLER BRUSTKREBS-

RISIKOFAKTOREN IN HUMANEN MAMMAZELLEN

Ziel dieser Versuche war es, den Einfluss verschiedener Modellsubstanzen potenzieller
Brustkrebs-Risikofaktoren auf die DNA-Integritit der humanen Mammazelllinien MCF-10A
und MCF-7 zu ermitteln. Fiir die mittels Comet Assay durchgefiihrten Untersuchungen wurden
folgende Substanzen ausgewihlt: E2, 4-OH-E2, H,O,, HNE, B(a)P, BPDE und Menadion.
Diese Testsubstanzen sind Ausloser oxidativen Stresses (ROS-Bildung) und Quinon-Bildner
und somit Induktoren von DNA-Schiden. Um zytotoxische Effekte der Verbindungen
auszuschlieen, wurde die Vitalitdt der Zellen nach Substanzbehandlung mittels Trypanblau-
Ausschlusstest (Kapitel 3.2.1.2) bestimmt. Zunichst wurden Konzentrationsprofile erstellt, um
die Dosis-Wirkungs-Zusammenhénge zu erfassen und geeignete Substanzen und
Konzentrationen fiir die sich anschlieBenden Chemoprotektionsversuche zu ermitteln.

In allen Versuchen wiesen MCF-10A nach Substanzinkubation Vitalititen von > 80 % und
MCF-7 von > 77 % auf, wodurch sichergestellt war, dass die gemessenen DNA-Schiden auf
genotoxischen und nicht auf zytotoxischen Effekten beruhten.

In beiden Zelllinien ergaben sich fiir die im Folgenden getesteten Modellsubstanzen,
ausgenommen E2, 4-OH-E2 und B(a)P, gute Dosis-Wirkungs-Beziehungen, die in der
Abbildung 4.11 A-F dargestellt sind.

Die Ergebnisse der 2-stiindigen E2 bzw. 4-OH-E2-Inkubationsversuche zeigt Abbildung
4.11 A. Die Basis-Schadensrate betrug bei den MCF-10A 7,2 + 2,4 % und bei den MCF-7
12 £3,8 %. In beiden Mammazelllinien wirkten die Estrogene nicht genotoxisch, jedoch
scheint ein dosisabhingiger Anstieg der DNA-Schéddigung in den MCF-7 Zellen mdoglich
(1uM). Dieser erwies sich aber aufgrund der hohen Standardabweichungen als nicht
signifikant. Darauthin wurde fiir die MCF-7 Zellen ein exakteres E2-Konzentrationsprofil
(10 nM — 1 mM) erstellt, wobei auch der Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten (1 h, 4 h,
24 h) einbezogen wurde. Die Inkubation fand bei 1 h und 4 h in Suspension, bei 24 h in
Zellkulturflaschen mit adhédrenten Zellen statt. In Abhingigkeit von der Inkubationszeit und der
Art der Inkubation zeigte sich ein Unterschied in den basalen DNA-Schadensraten. Nach 1 h in
Suspension betrug die TI 9,1 + 3,2 %, nach 4 h in Suspension 11 £ 3,1 % und nach 24 h in der
Kulturflasche 6,2 + 0,1 %. Nach Normalisierung der TI auf die der Kontrolle (DMSO) war kein
signifikanter Anstieg der DNA-Schéiden ersichtlich (Anhang Abbildung 9.7).



Ergebnisse 67

Das genotoxische Potential von Menadion, eines Quinons, ist in Abbildung 4.11 B
dargestellt. In den MCF-10A Zellen wirkten 10 pM mit einem TI-Wert von 28 + 12 %
signifikant DNA-schédigend (Kontrolle TI = 6,8 +2,1 %), wéahrend in MCF-7 bereits 5 uM
signifikante DNA-Schiden setzte (TI=25+7,0% versus Kontrolle TI=7,2+2,1 %). Der
Vergleich der beiden Zelllinien ergab signifikante Unterschiede von p <0,01 in den beiden
hochsten Konzentrationen von 5 uM und 10 pM.

In Abbildung 4.11 C ist zu erkennen, dass H,O, ab einer Konzentration von 18,75 uM in
MCF-10A und ab 14 uM in MCF-7 signifikante DNA-Schdden induzierte (MCF-10A:
TI=24 + 11 % und MCF-7: TI = 34 + 8,0 % versus Kontrolle MCF-10A: TI = 6,6 + 3,8 % und
MCF-7: TI=11+0,6 %). Die Analyse mittels Two-way ANOVA ergab bei 14 uM und
18,75 uM signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien (p < 0,01 und p < 0,05).

Auch fiir HNE wurde ein eindeutiger Konzentrations-Wirkungs-Zusammenhang
nachgewiesen. HNE wirkte in MCF-10A ab einer Konzentration von 150 uM mit einem TI-
Wert von 16 +4,7 % signifikant DNA-schiadigend (Kontrolle TI=7,2 + 1,8 %). In MCF-7
waren > 75 uM (TI =19+ 5,6 % versus Kontrolle TI =7,2 + 0,7 %) genotoxisch (Abbildung
4.11 D). Der Vergleich der beiden Zelllinien ergab signifikante Unterschiede in den beiden
hochsten Konzentrationen von 100 pM und 150 uM.

Auch bei den Modellsubstanzen aus der Gruppe der umwelt- und erndhrungsrelevanten
Risikofaktoren, den PAKSs, ergaben sich signifikante Sensitivititsunterschiede in den
Zellmodellen, mit héherer Empfindlichkeit der MCF-7 Krebszellen. Wihrend die 30-miniitige
Inkubation mit B(a)P in MCF-10A keine DNA-Schiden induzierte, stieg die DNA-Strang-
bruchrate in MCF-7 ab 100 uM signifikant an (von TI=11%3,1 % auf TI=21 14,5 %)
(Abbildung 4.11 E). Im Gegensatz dazu wurde fiir den aktiven B(a)P-Metaboliten BPDE in
beiden Zellmodellen eine eindeutige Konzentrations-Wirkungs-Beziehung nachgewiesen
(Abbildung 4.11 F). Als signifikant genotoxische Dosen wurden in MCF-10A 50 uM und in
MCEF-7 20 uM verifiziert. Die gemessenen TI fiir MCF-10A und MCF-7 betrugen 37 £ 12 %
und 30 £ 0,6 % (Kontrolle: MCF-10A: TI =8,7 £ 3,9 %, MCF-7: TI =11 £ 3,1 %).
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Abbildung 4.11: Induktion von DNA-Strangbriichen in MCF-10A und MCF-7 nach Inkubation mit (A) E2

und 4-OH-E2 (2 h), (B) Menadion (30 min), (C) H,O; (5 min), (D) HNE (30 min), (E) B(a)P (30 min), (F)
BPDE (30 min)
Angaben als MW = SD , n = 3 (E2, Menadion, H,O,, HNE, B(a)P, BPDE), n = 6 (4-OH-E2), *p<0,05, **p<0,01,

signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest, + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001, signifikant in Two-
way ANOVA mit Bonferroni Posttest.

Aus den vorangegangenen Versuchen ging deutlich hervor, dass die transformierten MCF-7
Zellen im Vergleich zu den primér-dhnlichen MCF-10A Zellen empfindlicher auf die
Risikosubstanzen reagierten. Zur Erkldrung dieses Phdnomens kénnen viele Mechanismen in

Frage kommen, u. a. die unterschiedlich effektive Reparaturkapazitét der Zellen. Es ist bekannt,
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dass ER(-) Mammazellen eine verbesserte Reparaturkapazitit aufweisen als ER(+)
Mammazellen [287].

Die MCF-7-Reparaturkapazitit der FEinzel- und Doppelstrangbriiche wurde unter
Verwendung von H,O; untersucht. Dafiir wurden die Zellen mit 18,75 uM H,O, geschédigt.
Zum Zeitpunkt t = 0 min lagen die durch H,O,-induzierten DNA-Schédden bei TI =38 + 5,8 %.
Bereits nach 30 min waren diese signifikant um 66 % (TI = 13 + 6,8 %) verringert, blieben aber

auch nach 120 min Reparatur noch statistisch signifikant erhoht (TI=19 + 11 %) (Abbildung
4.12).
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Abbildung 4.12: Reparatur von H,0,-induzierten DNA-Schaden in MCF-7 (0-120 min Reparatur).

Angaben als MW + SD, n = 3, Reparaturzeitpunkt versus Kontrolle (t=0 min) *p<0,05, **p<0,01, signifikant in
One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest, behandelte Zellen versus unbehandelte Zellen +p<0,05, ++p<0,01,
+++p<0,001, signifikant in Two-way ANOVA mit Bonferroni Posttest.

Zusammenfassung 4.1.3: Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die transformierten MCF-7
Zellen gegeniiber verschiedenen genotoxischen Modellsubstanzen sensitiver reagierten. Das
war nicht mit einer verminderten DNA-Reparaturkapazitdt assoziiert. Der Reparaturverlauf
der H,O,-induzierten Schiden war vergleichbar mit dem anderer Zelllinien (Kolon) [264]. Die
vergleichende Betrachtung der Konzentrationsprofile ergab fiir die Zelltypen folgende
Rangfolge in der genotoxischen Substanzwirkung: BPDE induzierte in MCF-10A4 Zellen die
starksten DNA-Schdden, gefolgt von Menadion, H>O, und schliefflich HNE, wihrend in MCF-7
Zellen H;O; am stdrksten DNA-schddigend wirkte, gefolgt von BPDE, Menadion, B(a)P und
HNE. Anhand dieser Versuche wurden die Konzentrationen fiir die Chemoprotektionsversuche

festgelegt (Tabelle 3.11).
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4.2 DIFFERENZIELLE EXPRESSION FREMDSTOFF-METABOLISIERENDER UND

OXIDATIVER STRESS-ASSOZIIERTER ENZYMSYSTEME

Im Folgenden wurden die am Metabolismus der Risikofaktoren beteiligten Enzymsysteme
untersucht. Dazu zdhlen antioxidative Enzymsysteme sowie Phase II-Enzymsysteme [215]. Zu
den antioxidativen Enzymen des Korpers gehoren u. a. Katalase, GSH-Peroxidase, GSH-
Reduktase, mikrosomale GSTs und Metallothioneine. Phase II-Enzyme mit Relevanz zu den
hier betrachteten Risikosubstanzen sind u. a. GSTs, UGTs, NQO1, SULTs, COMT. Zu den
bedeutendsten Schutzsystemen des Brustepithels gehdren die GSTs und die NQO1 [159], die

daher in dieser Arbeit genauer untersucht wurden.

4.2.1 DIFFERENZIELLE GENEXPRESSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine cDNA-Array Technik (Kapitel 3.2.2.3)
verwendet, mit der die Expression von 192 Genen gleichzeitig erfasst werden konnte. Hierfiir
kamen zwei Membranen zum Einsatz. Auf der einen Membran waren Gene des Fremdstoff-
metabolismus, die mit der Giftung (Phase I), Metabolisierung (Phase II) und dem Ausschleusen
(Phase III) von Xenobiotika assoziiert sind, gespottet und auf der zweiten Membran Gene, die
mit oxidativem Stress assoziiert sind. Als Referenzspots auf jeder Membran dienten
Housekeeping Gene (10 Spots, Positivkontrollen) sowie Blanks (6 Spots, Negativkontrollen).
Listen der Gene sind unter www.superarray.com (GEArray Q Series HS11, HS12) zu finden.

Tabelle 4.3 gibt einen Uberblick iiber die Expression der signifikant differenziell zwischen

MCF-10A und MCF-7 exprimierten Gene aus 3 voneinander unabhingigen Experimenten.

Tabelle 4.3: Differenziell exprimierte Gene in MCF-10A und MCF-7

cDNA Array Funktionelle Genfamilie Differentiell exprimierte Gene zwischen MCF-10A
und MCF-7
Fremdstoff- Phase [-Enzyme
Metabolismus ~ P450 Genfamilie -
(HS11) Phase II-Enzyme
Acetyltransferasen ACATI1, ACAT2, CHAT, DLAT, MORF, NAT1, NATS5
Epoxidhydrolasen LABHI1
Glutathion S-Transferasen GSTA2, GSTA3, GSTM3, GSTMS5, GSTT2, MGST1,
MGST3
Methyltransferasen HNMT, NNMT
Sulfotransferasen CHST6, SULT2B1, TPST1
UDP Glykosyltransferasen UGT1A1, UGT2B, UGT2B10
Phase III-Enzyme
Metallthioneine MTI1A, MTIE, MT1L, MT2A, MT3

P-Glykoproteinfamilie ABCC5, ABCG2
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cDNA Array Funktionelle Genfamilie Differentiell exprimierte Gene zwischen MCF-10A
und MCF-7
Oxidativer Proliferation & Karzinogenese Cyclin D1, Cyclin G, EGR1
Stress Wachstumsarrest & Seneszenz GADD153, GADD45A
(HS12) Inflammation IL1A,IL18
Oxidativer & Metabolischer Stress CYP2E, MnSOD, GSTM3, MT1A, MT2A
Hitzestress HSPA1A, HSPA6, HSPB1
DNA Schidigung & Reparatur ERCC4, RAD23, RADS53, UNG, XRCC2
Apoptose BCL2L2, CASP1, CASPS

Fir den Metabolismus der genotoxischen Verbindungen sind die in Abbildung 4.13
dargestellten antioxidativen und Phase II-Enzymsysteme von besonderem Interesse. Die
hGSTA4 lag bei beiden Zelllinien unter dem Cut Off-Level und #GSTPI ergab ein falsches

Expressionsmuster, wie die nachfolgenden Untersuchungen zeigten.
5001 OMCF-10A  ®MCF-7
400 -
300 -

200 -

100

Relative Spotintensitat nach
Normalisierung

CAT
MnSOD
GPX1
GSR
MT1A
MT1E
MT1L
MT2A
MT3
MTIX
MGST1
MGST2
MGST3
GSTP1
COMT
SULT2B1
UGT1Al
UGT2B
UGT2B10

Abbildung 4.13: Expressionsmuster antioxidativer und Phase I1-Enzymsysteme in MCF-10A und MCF-7

Angaben als MW + SD, n = 3, CAT: Katalase, MnSOD: Mangan-Superoxiddismutase, GPX1: GSH-Peroxidase,
GSR: GSH-Reduktase, MT: Metallothioneine, MGST: mikrosomale GSTs, COMT: Catechol-O-
Methyltransferase, SULT: Sulfotransferase, UGTs: UDP-Glucuronosyltransferase.

MCF-10A zeigten eine stirkere mRNA-Expression der antioxidativen Enzyme MnSOD,
GPX1, MTs und MGSTs, wihrend MCF-7 CAT und GSR stirker exprimierten. Beziiglich der
Phase II-Enzyme COMT, SULTs und UGTs wiesen MCF-7 eine hohere basale mRNA-
Expression auf. Gene der DNA-Reparatur (XRCC, ERCC) waren in MCF-10A hdher

exprimiert.

4.2.2 STATUS DES GLUTATHION / GLUTATHION S-TRANSFERASEN SYSTEMS IN HUMANEN
MAMMAZELLEN
Die Untersuchungen des GST-Status in MCF-10A und MCF-7 Zellen erfolgte zusétzlich
zum cDNA-Array mit weiteren molekularbiologischen Techniken. Die betrachteten Parameter

umfassten die basale GST-Isoenzym-Expression auf Genebene, die basalen Konzentrationen
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der zytosolischen GSTs auf Proteinebene, den zytosolischen Gesamtproteingehalt, die kata-
lytische GST-Gesamtaktivitit sowie den intrazelluldren GSH-Gehalt.

Die Basalexpression der humanen GST-Isoenzyme auf Transkriptionsebene wurde mittels
qualitativer RT-PCR (Kapitel 3.2.2.1) detektiert. In Tabelle 4.4 sind die Expressionsmuster der
humanen GSTs beider Zelllinien dargestellt. Eine Abbildung der PCR-Produkte nach erfolgter
Gelelektrophorese ist im Anhang gezeigt (Anhang Abbildung 9.8).

Tabelle 4.4: Basale mRNA-Expression der humanen GST-Isoenzyme

GST hGSTA1L hGSTA2 hGSTA4 hGSTM1 hGSTM2 hGSTP1 hGSTT1  hGSTT2
Isoenzyme

MCF-10A - - + + - + - +
MCEF-7 + + + + - + _ _

+ exprimiert, - nicht detektiert, (n = 2)

Die mRNA-Expression der Isoenzyme hGSTA4 und hGSTPI wurde zusétzlich quantifiziert
(Kapitel 3.2.2.4). MCF-10A Zellen zeigten eine 2,5-fach héhere /GSTA4 mRNA-Expression
(17 £ 9,4 ng in MCF-10A, 6,8 + 1,5 ng in MCF-7) und eine ca. 66.000-fach héhere hGSTP1
mRNA-Expression als MCF-7 (9,9 + 1,8 ng in MCF-10A, 1,5 x 10 + 1,1 x 10™* ng in MCF-7).

Fiir einige GST-Isoenzyme sind genetische Polymorphismen beschrieben, die mdglicher-
weise deren katalytische Aktivitdit und damit die Anfilligkeit der Zellen gegeniiber den
entsprechenden Substraten beeinflussen [226]. Deshalb wurden die Zelllinien auf die in der
Literatur beschriebenen Deletionspolymorphismen in den Genen hGSTM1 und hGSTT1 [226]
und den Polymorphismus des #GSTP1, basierend auf einer Punktmutation im Kodon 104 [288],
untersucht. GSTPI*A4 stellt den Wildtyp dar. GSTPI*B und GSTPI*C sind Triger der
Mutation (A—QG). Dies fiihrt zum Einbau der Aminosdure Valin statt Isoleucin. GSTP1*C
enthilt zusadtzlich noch eine Transition im Kodon 113, welche den Einbau von Alanin statt
Valin bewirkt. Die funktionelle Konsequenz der GSTPI*B und GSTP1*C Genotypen zeigt sich
in einer verdnderten katalytischen Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp. Das Auftreten des
GSTMI und GSTT1 Nullgenotyps sowie GSTP1 Polymorphismen stellen eine Risikoerh6hung
fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms dar [289;290].

Die DNA-Analyse der GSTM1 und GSTT1 Nullpolymorphismen wurde mittels Multiplex-
PCR (Kapitel 3.2.2.2.3), die des GSTP1 Polymorphismus mittels RFLP-PCR (Kapitel 3.2.2.2.4)
durchgefiihrt. MCF-10A zeigten den GSTTI*0 Genotyp, wihrend das funktionelle #GSTM1
Gen in beiden Zelllinien exprimiert war (Anhang Abbildung 9.9). Beide Zelllinien exprimierten
den heterozygoten Genotyp GSTPI*A4*B (Anhang Abbildung 9.10).

Weitere Parameter des GSH/GST-Systems wie die basalen Proteinkonzentrationen der

zytosolischen GSTs, der zytosolische Gesamtproteingehalt, die katalytische GST-Aktivitit
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sowie der intrazelluldire GSH-Gehalt sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst. Die Konzentrationen
der mittels Western Blot (Kapitel 3.2.3.4) nachgewiesenen hGSTA1/2, M1-1, M2-2 und P1-1
wurden auf der Basis der Zellzahl und des zytosolischen Proteingehaltes berechnet. Die

hGSTA4-4 wurde aufgrund des Mangels an Standardprotein nicht quantifiziert.

Tabelle 4.5: Quantifizierung der Parameter des GSH/GST-Systems in MCF-10A und MCF-7

Zellen GST Protein (ng) GST Aktivitdst GSH Gesamt-
in (nmol rotein
A1/2 M1-1 M2-2 P1-1 (nmol x min) - (nmol) - p )

10° mg' 10° mg' 10° mg' 10° mg' 10° mg' 10° 10°
Zellen Protein Zellen Protein Zellen Protein Zellen Protein Zellen Protein Zellen  Zellen

MCF-10A 3+1 9+4 1 5  nd  nd 532+ 3434+ 35+15 214+ 6+2 152+116
251 893 92
(n=5) (n=1) (n=1) (n=9) (n=8) nm=18)  (n=8)
MCF-7 53 9+1 9 14 nd nd nd nd 035+ 3+2 11+4 152+87
04
(n=2) (n=1) (n=1) (n=2) (n=9) n=10) (=9

Angaben als MW + SD; n, Anzahl der unabhidngigen Experimente; n. d., nicht detektierbar

Die Isoenzyme hGSTA1/2, hGSTA4-4, hGSTMI1-1 wurden von beiden Zelllinien
exprimiert, hGSTP1-1 nur in MCF-10A und hGSTM2-2 war in beiden Zellen nicht
nachweisbar (Tabelle 4.5, Anhang Abbildung 9.11). Wéhrend der zytosolische Gesamtprotein-
gehalt in den Zelllinien vergleichbar war, zeigten MCF-10A im Vergleich zu den MCF-7
deutlich hohere GST-CDNB-Aktivititen, die bezogen auf 1 Millionen Zellen ca. 100-fach und
bezogen auf das Gesamtprotein ca. 71-fach hoher lagen. Hinsichtlich des intrazelluldiren GSH-

Gehaltes unterschieden sich die Brustzellen nicht (Tabelle 4.5).

4.2.3 STATUS DER NAD(P)H: QUINONOXIDOREDUKTASE IN HUMANEN MAMMAZELLEN

Fiir die Untersuchungen zur Modulation der NQOI in den humanen Mammazelllinien
MCF-10A und MCF-7 wurden zunichst die basale Expression auf Genebene und Proteinebene
sowie die katalytische NQO-Aktivitdt bestimmt.

Die basale ANQOI Genexpression wurde in den MCF-10A und MCF-7 Zelllinien mittels
qualitativer RT-PCR (Kapitel 3.2.2.1) und quantitativer real-time RT-PCR (Kapitel 3.2.2.4)
detektiert. Der ANOOI mRNA-Gehalt in MCF-10A betrug 4,5 £ 1,9 ng und war somit ca. 66 %
geringer als in den MCF-7, die eine Basisexpression von 15 + 5,6 ng ANQOI mRNA zeigten.
Das hNQOI1-1 Protein, das beide Mammazellen exprimierten, konnte aufgrund des Mangels an
NQO1-Standardprotein nicht quantifiziert werden. Die Bestimmung der zytosolischen NQO1-
Aktivitdt erfolgte in 96-well-MTPs (Kapitel 3.2.3.7). Somit war es nicht mdglich, die Zellzahl

bzw. den Proteingehalt als Bezugsbasis fiir die Aktivitit zu ermitteln. Aber unter Betrachtung
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der Absorptions-Rohwerte, die zur Auswertung herangezogen wurden, zeigten MCF-7 Zellen

3-fach hohere Werte im Vergleich zu MCF-10A Zellen.

Zusammenfassung 4.2: Die Ergebnisse der differenziellen Expression Fremdstoff-
metabolisierender und oxidativer Stress-assoziierter Enzymsysteme zeigten, dass sich die
Mammazellen in der Genexpression von sowohl antioxidativen als auch detoxifizierenden
Enzymsystemen unterschieden. MCF-104 besaffen im Allgemeinen eine hohere basale
Genexpression antioxidativer Enzyme (MnSOD, GPXI1, MTs, MGSTs) sowie Reparaturenzyme
(ERCC, XRCC), MCF-7 eine hohere basale Genexpression detoxifizierender Enzyme (COMT,
SULT, UGT). Betrachtete man das GSH/GST- und das NQOI-System im Speziellen, dann
zeigten MCF-10A eine bessere GST-Isoenzymausstattung auf Gen- und Proteinebene, die in
einer hoheren GST-Gesamtaktivitit resultierte. Dagegen wiesen MCF-7 eine hohere basale

NQOI-Expression auf-

4.3 MODULATION FREMDSTOFF-METABOLISIERENDER UND OXIDATIVER
STRESS-ASSOZIIERTER ENZYMSYSTEME DURCH PHYTOESTROGENE IN
HUMANEN MAMMAZELLEN

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das protektive Potential der Phytoestrogene im
Initiationsstadium der Mammakarzinogenese bewertet werden. Einen wichtigen Mecha-nismus
der Chemoprédvention stellt dabei die Induktion antioxidativer und detoxifizierender
Enzymsysteme dar.

Basierend auf der Wirkungskraft der Isoflavone und Lignane in MCF-10A und MCF-7, die
mittels DAPI-Assay bestimmt wurde, wurden fiir die folgenden Experimente GEN, EQU und
ENL als Testsubstanzen ausgewéhlt. Es sollte deren modulierender Einfluss auf die
Genexpression Fremdstoff-metabolisierender und oxidativer Stress-assoziierter Enzymsysteme,

u. a. GSTs und NQO1, in humanen Mammazelllinien untersucht werden.

4.3.1 MODULATION DER DIFFERENZIELLEN GENEXPRESSION DURCH GEN

Da die cDNA-Array-Technik eine kostenaufwendige Methode darstellt, wurde im Rahmen
dieser Experimente nur die wirksamste Sustanz, das GEN, getestet. Beide Zelllinien wurden fiir
24 hmit I pM und 10 uM GEN und 10 nM E2 behandelt (Kapitel 3.2.2.3).

Fiir die statistische Auswertung der Genexpression wurden die normalisierten, {iber dem
Cut off-Wert liegenden Werte von 2 bzw. 3 unabhingigen Versuchen gemittelt und mittels t-
Test auf Signifikanz gepriift. Weiterhin wurden der ,,Fold Change* und der ,,Golub Faktor*

berechnet [291]. Diese Parameter geben an, um wieviel sich die Expression eines Gens der
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behandelten Zellen von der Expression eines Gens der Kontrollzellen unterscheidet. Der
,Golub Faktor (,signal to noise ratio®) ist definiert als der Betrag der Differenz der
Mittelwerte von behandelten und unbehandelten Zellen dividiert durch die Summe der
Standardabweichungen der behandelten und unbehandelten Zellen. Je hoher dieser Zahlenwert
des Golub-Kriteriums ist, umso sicherer ist ein Gen differenziell exprimiert. In Tabelle 4.6 sind
die signifikant durch GEN und E2 modulierten Gene in MCF-10A und MCF-7 dargestellt.

Tabelle 4.6: Signifikant modulierte Gene in MCF-10A und MCF-7 nach 24-stiindiger Inkubation mit GEN
und E2

GEN 1 puM GEN 10 pM E2 10 nM
Gene Fold Golub | Gene Fold Golub | Gene Fold Golub
Change Faktor Change Faktor Change Faktor
MCF-10A
HS11 SULTIB1 * 71 6,9 1,0 |MGST3  **x7 1,7 2,0 |NATI * 2.4 7,9
UGTI1A1 = 7 1,8 1,2
HS12 BCL2L2  #**] 0,3 52 |[BCL2L2  #**] 0,3 53
XRCC2 * 1T 2,5 22 |XRCC2 o+ 1 3,1 3,6
MTIH * ] 0.8 1,0
MCF-7
HS11 CYP2F1 = | 0,5 52 [CYP2F1  #=x] 0,6 9,1 |CYP2B =* | 0,5 1,7
GSTM5 = | 0,7 45 |GSTT2 * ] 0,7 24 |ACAT2  =*x 0,6 2,1
GSTT2 = | 0,6 32 |HNMT = 1 2,5 2,7 |ABCC2 = | 0,6 1,6
HATI * 1 2,1 3,3 |NATI * 1 1,3 3,0 |ABCC5 = | 0,4 1,4
HNK-1ST * | 0,6 3,9 |NAT5 * 1 1,8 3,5 |ABCG2  =*x 0,6 2,4
MTI1G * ] 0,5 2,8 | MORF * ] 0,4 2,4
MTIH ok |, 0,6 5,9 |MTIL * 1 1,5 3,5
MT3 * ] 0,4 53 |MT3 * ] 0,4 3,5
UGTIALl = | 0,4 3,7 |UGT1A1 = | 0,6 1,8
UGT2B10 * | 0,7 0,4
HS12 HSP105B * 7 1,4 1,3 |DNAJA1L = 71 2,0 1,2 | CAT ] 0,6 2,0
HSPBI * ] 0,7 1,9 |CYP1Al =* | 0,3 1,9
HSPDI  * 7T 1,5 1,9 |CYP2E  #x 0,2 1,9
HSP105B * 7 1,3 1,5
HSPD1 * 1 1,9 1,4
MDM2  * 1T 1,9 1,4
XRCC2 * 1 2,1 1,3
XRCC4  *x7 1,9 2,6
XRCC5  #*x7 1,6 2,0

T Zunahme der Genexpression, + Abnahme der Genexpression, n = 2-3, *p<0,05, **p<0,01, signifikant im
ungepaarten t-Test.

SULT: Sulforansferase, HNK-1ST: HNK-1 Sulfotransferase, UGT: UDP-Glucuronosyltransferase, MGST:
mikrosomale Glutathion S-Transferase, GST: Glutathion S-Transferase, XRCC: humanes DNA-Reparatur Protein,
MT: Metallothioneine, CYP: Cytochrom P450 Monooxygenase, NAT: N-Acetyltransferase, HAT1: Histon-
Acetyltransferase 1, MORF: Histon Acetyltransferase, HNMT: Histamin N-Methyltransferase, ACAT2: Acetyl-
CoA-Acetyltransferase 2, ABCC, ABCG2: ATP-binding Cassette, HSP: Hitzeschock-Proteine, MDM2: p53-
bindendes Protein, BCL2L2: Bcl-2, CAT; Katalase.
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Wihrend in MCF-10A Zellen Gene protektiver Enzyme (GS7, SULT, UGT) durch GEN
signifikant hochreguliert wurden, wurden diese Gengruppen (GS7, MT, UGT) in MCF-7 Zellen
groBtenteils herunterreguliert. Zudem sind DNA-Reparaturgene (XRCC?2) in MCF-10A infolge
GEN-Behandlung verstarkt und das antiapoptotische Bc/-2 vermindert exprimiert. In MCF-7
werden diese nicht moduliert. E2 zeigte in MCF-10A kaum Auswirkung auf die Genexpres-
sion, wiahrend in MCF-7 zahlreiche Gene moduliert wurden. Gene des oxidativen und metabo-
lischen Stresses wurden signifikant herunterreguliert (CA7, CYP), Gene des Wachstumsarrestes

(MDM?2) und der DNA-Reparatur (YRCC) wurden signifikant hochreguliert.

4.3.2 INDUZIERBARKEIT DES GLUTATHION/GLUTATHION S-TRANSFERASEN SYSTEMS

Die Untersuchungen der Testsubstanzen GEN, EQU und ENL (0-30 uM) und der
Referenzsubstanz E2 (10 nM) hinsichtlich ihres GSH/GST-System-modulierenden Potentials
wurden nach 48 h Inkubation durchgefiihrt. Dabei wurden speziell die Isoenzyme hGSTA4-4
und hGSTPI-1 betrachtet, da diese bedeutende Entgiftungsenzyme im Metabolismus der
Brustkrebs-Risikofaktoren HNE und BPDE darstellen und zudem auch bei der Bekdmpfung
von oxidativem Stress. Die Ergebnisse zur Aktivitidt und Proteinexpression der GSTs (ausser
hGSTA4-4 aufgrund des Fehlens eines geeigneten Standardproteins) wurden sowohl auf die
Zellzahl als auch auf das zytosolische Protein bezogen.

GEN stellte den effektivsten Induktor der GST-Gesamtaktivitdt, bezogen auf die Zellzahl,
in MCF-10A und EQU in MCF-7 dar (Abbildung 4.14). GEN induzierte die Aktivitdt in MCF-
10A dosisabhingig, zeigte aber erst bei 30 uM Signifikanz (4,7-fach). In MCF-7 wurde die
GST-Aktivitdt durch 10 uM und 30 uM EQU signifikant erhoht (3,2- bzw. 2,5-fach). ENL und

E2 modulierten die GST-Aktivitat nicht.
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Abbildung 4.14: Induktion der GST-Aktivitat auf der Basis der Zellzahl in MCF-10A und MCF-7 nach 48-
stindiger Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2

Angaben in MW £ SD, n = 3-4, Behandlung versus Kontrolle: *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way
ANOVA mit Dunnett’s Posttest.
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Die GST-Aktivitét auf Basis des Proteingehaltes wurde durch keine der Substanzen in den
Mammazelllinien moduliert (Anhang Abbildung 9.12).

Die Inkubation mit 30 uM GEN resultierte in einem signifikanten Anstieg des
zytosolischen Proteingehaltes in MCF-10A (2,5-fach), wiahrend EQU, ENL und E2 in beiden
Zelllinien keinen Einfluss hatten (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.15: Modulation des zytosolischen Proteingehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach 48-stiindiger
Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2

Angaben in MW % SD, n = 3-4, Behandlung mit 30 uM GEN versus Kontrolle: *p<0,05, signifikant in One-way
ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

Um den Zusammenhang der erhohten GST-Aktivitdt zur Proteinexpression fiir Brustzellen
relevanter Isoenzyme herzustellen, wurde der immunobiochemische Nachweis der GST-
Isoenzyme hGSTP1-1 und hGSTA4-4 durchgefiihrt. Die Untersuchungen der hGSTPI-1
Proteinexpression wurden ausschlieflich in MCF-10A Zellen vorgenommen, da das Isoenzym
in MCF-7 Zellen nicht nachweisbar war (Kapitel 4.4.2). Die hGSTP1-1 Expression, bezogen
auf die Zellzahl, nicht aber auf das zytosolische Protein, wurde in MCF-10A durch 30 uM
GEN signifikant induziert (3,1-fach). EQU, ENL und E2 beeinflussten die hGSTPI1-1 nicht
(Abbildung 4.16, Anhang Abbildung 9.13). Keine der Substanzen fiihrte zu Verdnderungen der
hGSTA4-4-Spiegel in den Zelllinien (Anhang Abbildung 9.14).
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Das Resultat der induzierten hGSTP1-1 Proteinexpression geht konform mit den
Ergebnissen der Induktion der GST-Gesamtaktivitit und des zytosolischen Proteingehaltes
durch 30 pM Genistein. Das hGSTP1-1 Protein korrelierte dabei stark mit der in den MCF-10A
Zellen ermittelten GST-Gesamtaktivitdt (Abbildung 4.17) zeigt, woraus geschlossen werden
kann, dass die Induktion der GST-Gesamtaktivitdt hauptsdchlich auf der erhohten hGSTP1-1

Proteinkonzentration beruht.
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Weiterhin sollte untersucht werden, inwieweit die Induktion der GST-Aktivitdt und der
Proteinexpression durch GEN, dem effektivsten Induktor, auf einer erhéhten AGSTPI und
hGSTA4 mRNA-Expression beruhten. Die mRNA-Expression der GST-Isoenzyme wurde auf
[-Aktin mRNA bezogen, welches als interne Kontrolle der real-time RT-PCR (Kapitel 3.2.2.4)
diente. Die Untersuchungen der #GSTP1 Genexpression wurden ausschlieBlich in MCF-10A
durchgefiihrt, da das Protein in MCF-7 nicht nachweisbar war (Kapitel 4.4.2) und die mRNA-
Konzentration am Detektionslimit lag (Kapitel 4.4.2).
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Wie Abbildung 4.18 zeigt, war die /GSTPI mRNA bereits nach 8 h in den mit 30 uM GEN
behandelten MCF-10A Zellen signifikant erhoht (1,3-fach). Die Induktion verstédrkte sich nach
24 h und 48 h dosisabhingig. Dabei zeigten bereits physiologisch erreichbare Konzentrationen
von 1 und 10 uM induzierende Wirkungen, wobei die 48-stiindige Behandlung die stérkste
Induktion hervorrief (2,3- bzw. 1,7-fache Induktion).

MCF-10A

*k Abbildung 4.18: Modulation der hGSTP1 mRNA-
Expression bezogen auf 3-Aktin mRNA in MCF-10A

nach 8-, 24- und 48-stiindiger GEN-Behandlung

Auswertung nach Comparative Cp Method (Fold

Change = 27**“T), Angaben als MW + SD, n = 3, GEN
ol versus Kontrolle: *p<0,05; **p<0,01, signifikant in

hGSTP1
Fold Change
N
*

[y

o 1 10 30 1 10 30 o 1 10 30 One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.
Genistein (UM)
8h 24 h 48 h

Beziiglich der Modulation der #GSTA-4 mRNA unterschieden sich die beiden Zelllinien
wesentlich voneinander (Abbildung 4.19). Die GEN-Behandlung verminderte die hGSTA4
mRNA-Expression in MCF-10A nach 24 h (1 uM, -60 %) und 48 h (1, 10, 30 uM, -50 %, -
30 %, -50 %) signifikant. In MCF-7 induzierte GEN (30 uM) nach 8 h zundchst die mRNA-
Expression (1,3-fach) und reduzierte diese aber nach 24 h (-40-60 %) wieder. Eine
Langzeitbehandlung von 48 h zeigte in den MCF-7 Zellen keinen Effekt auf /GSTA4 mRNA.
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Abbildung 4.19: Modulation der hGSTA4 mRNA-Expression bezogen auf #-Aktin mRNA in MCF-10A und
MCF-7 nach 8-, 24- und 48-stiindiger GEN-Behandlung

Auswertung nach Comparative CT Method (Fold Change = 2*““"), Angaben als MW + SD, n = 3, GEN versus
Kontrolle: *p<0,05; **p<0,01, signifikant in One-way ANOV A mit Dunnett’s Posttest.

Die GST-Enzyme bendétigen fiir die Katalyse der Entgiftungsreaktionen GSH als Kofaktor.

Somit wurde auch der Einfluss der Testsubstanzen auf den intrazelluliren GSH-Spiegel
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untersucht. In MCF-10A wurde die intrazelluldre GSH-Konzentration durch 30 uM GEN nach
48 h signifikant erhoht (1,4-fach), in MCF-7 durch 30 uM EQU (1,6-fach). ENL und E2 hatten
keinen Einfluss auf die GSH-Spiegel der Mammazellen (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Modulation des intrazellularen GSH-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7 nach 48-stiindiger
Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2

Angaben in MW = SD, n = 5-7, 30 uM GEN und EQU versus Kontrolle: *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-
way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

4.3.3 INDUZIERBARKEIT DER NAD(P)H: QUINONOXIDOREDUKTASE

Die Untersuchungen der Testsubstanzen GEN, EQU, ENL (0-30 uM) und E2 (10 nM)
hinsichtlich ithres NQO1-modulierenden Potentials fanden nach 48-stiindiger Inkubation statt.

In MCF-10A erhohten 10 uM und 30 uM GEN die NQO-Aktivitdt um das 1,5- und 1,4-
fache und 30 uM ENL um das 1,2-fache. EQU und E2 zeigten keinen Effekt in MCF-10A.
Keine der Testsubstanzen modulierte die NQO-Aktivitdt in MCF-7 Zellen (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Induktion der NQO-Aktivitat in MCF-10A und MCF-7 nach 48-stiindiger Inkubation mit
GEN, EQU, ENL und E2

Angaben in MW + SD, n = 4-5, GEN und EQU versus Kontrolle: **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit
Dunnett’s Posttest.
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Da die NQO1-Aktivitdt in MCF-10A Zellen nach 48 h durch GEN und ENL induziert war,
wurde unter diesen Bedingungen die Expression des hNQO1-1 Proteins untersucht. Aufgrund
des Fehlens eines geeigneten Standardproteins konnte die Proteinexpression nicht auf Zellzahl
oder Gesamtprotein bezogen werden. Als Bezugsgrofle diente die interne Kontrolle B-Aktin.

GEN induzierte die hNQO1-1 Proteinexpression in den MCF-10A signifikant (30 uM, 3,4-
fach), wihrend die Inkubation mit 10 und 30 uM EQU zu einer ca. 40 %igen Reduktion des
Proteins fiithrte. ENL zeigte keinen Effekt in diesen Zellen. In den Tumorzellen MCF-7 hatte
die Inkubation mit Phytoestrogenen keinen Einfluss auf die Proteinexpression (Abbildung 4.22).

Die Referenzsubstanz E2 modulierte die hNQO1-1 Expression in keiner der untersuchten

Zelllinien.
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Abbildung 4.22: Modulation der hNQO1-1 Proteinexpression in MCF-10A und MCF-7 nach 48-stiindiger
Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2

Angaben als MW + SD, n = 3-4, Behandlung versus Kontrolle: *p<0,05, signifikant in One-way ANOVA mit
Dunnett’s Posttest.

Ebenso wie die NQO-Aktivitdt wurde die hNQO1-1 Proteinexpression in MCF-10A Zellen
durch 30 uM GEN signifikant induziert. Das hNQO1-1 Protein korrelierte dabei mit der in den
Proben ermittelten NQO-Enzymaktivitdt, wie Abbildung 4.23 =zeigt. Daraus kann
geschlussfolgert werden, dass die GEN-vermittelte Induktion der NQO-Aktivitit in den MCF-
10A Zellen hauptsachlich auf der erhohten hNQO1-1 Proteinexpression beruht.
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Da GEN unter den ausgewdhlten Phytoestrogenen die stirksten Effekte auf das NQOI1-
Enzymsystem zeigte, wurden die Zellen analog zu den GST mRNA-Expressionsanalysen mit
GEN fiir 8 h, 24 h und 48 h behandelt. Die mRNA-Expression (Kapitel 3.2.2.4) wurde auf /-
Aktin mRNA, die interne Kontrolle der real-time RT-PCR, bezogen.

Die Inkubation mit 30 uM GEN fiihrte iiber die Zeit zu einer signifikanten Induktion der
hNQOI mRNA in MCF-10A. Die maximale Induktion (2,6-fach) war nach 24 h erreicht. Im
Gegensatz dazu steht die Reduktion der ANOQOI mRNA-Expression in MCF-7. Die 24 h
Inkubation flihrte zu einer 60 %igen Reduktion (1 uM GEN), die sich nach 48 h noch weiter
verstirkte (1-30 uM: -40-70 %) (Abbildung 4.24).
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Abbildung 4.24: Modulation der hNQO1 mRNA-Expression bezogen auf B-Aktin mRNA in MCF-10A und
MCF-7 nach 8-, 24- und 48-stiindiger GEN-Behandlung
Auswertung nach Comparative Cr Method (Fold Change = Z’MCT), Angaben als MW + SD, n = 3, GEN versus

Kontrolle: *p<0,05; **p<0,01, signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest.

Zusammenfassung 4.3: Die Ergebnisse zur Modulation Fremdstoff-metabolisierender und
oxidativer Stress-assoziierter Enzymsysteme haben gezeigt, dass die Phytoestrogene
unterschiedliche Wirksamkeit in den Mammazellen aufwiesen. Wihrend GEN Gene, die Phase
1I-Enzymsysteme kodieren, in MCF-10A hochregulierte, fiihrte in vielen Fillen die Behandlung
zu einer Herunterregulation dieser Gene in MCF-7. GEN war der effektivste Induktor des
GSH/GST-Enzymsystems in MCF-104 auf Aktivitdts-, Protein- und mRNA-Ebene, wdhrend
EQU geringe induzierende Aktivititen in MCF-7 ausiibte (GST-Aktivitit-Erhohung). GEN
fiihrte ausserdem zur Induktion des zytosolischen Proteingehaltes der MCF-10A4, worin die
Ursache fiir die unterschiedlichen Induktionsfaktoren (4,7-fach und 2,1-fach) auf Zellzahl- und
Proteinebene zu sehen war. Die intrazellulire Konzentration des GST-Kofaktors GSH wurde in
MCF-104 durch GEN und in MCF-7 durch EQU erhoht. Unter Betrachtung eines weiteren
Phase 1I-Enzyms, der NQOI, zeigte GEN ebenfalls die stirkste induzierende Wirkung in MCF-
104 auf Aktivitdts-, Protein- und mRNA-Ebene. NOQOI wurde in MCF-7 auf mRNA-Ebene
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herunterreguliert und auf Protein- und Aktivitdtsebene nicht moduliert. Somit zeigten die nicht-
transformierten MCF-10A Zellen einen verbesserten Phase II-Enzymstatus nach Inkubation mit

Phytoestrogenen.

4.4 EINFLUSS DER PHASE II-ENZYMINDUKTION AUF DIE GENOTOXIZITAT

Dieser Teil der Arbeit hatte zum Ziel, die Konsequenzen einer erhohten Phase II-
Enzymexpression auf die Entgiftungskapazitit der Zellen zu untersuchen und zu priifen,
inwieweit diese Modulation zu einer verbesserten Chemoprotektion beitrdgt. Fiir die mittels
Comet Assay durchgefiihrten Untersuchungen wurden drei Substanzen mit genotoxischem
Potential (HNE, BPDE, Menadion) ausgewéhlt, welche gleichzeitig Substrate der hGSTP1-1,
hGSTA4-4 und hNQOI1-1 darstellen. Als chemoprotektive Substanzen wurde GEN gewihlt.
Dies deshalb, weil die vorausgegangenen Untersuchungen zeigten, dass GEN nach 48 h die
GST- und NQO-Gesamtaktivitit aufgrund erhdhter hGSTP1-1 und hNQO1-1 Konzentrationen
in MCF-10A am stirksten induzierte. Um auszuschlieBen, dass die in den Zellen gemessenen
DNA-Schidden auf zytotoxischen Effekten der schiddigenden Agenzien beruhten, wurde die
Vitalitit der Zellen nach der Substanzbehandlung mittels Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt.

4.4.1 AUSWIRKUNGEN AUF DIE GENOTOXIZITAT VON HNE uND BPDE

HNE, welches bei der Lipidperoxidation endogen gebildet wird, und BPDE, der aktivierte
Metabolit des PAK B(a)P, stellen Substrate fiir verschiedene GST-Isoenzyme (GSTA4-4,
GSTM1-1, GSTP1-1) dar (Abbildung 1.4) [224;228]. Sie wurden ausgewdhlt, da sie aufgrund
ihrer hohen Reaktivitit gegeniiber Lipiden und DNA als relevante Risikofaktoren in der
Mammakarzinogenese diskutiert werden. Deren effektive Wirkkonzentrationen in den
Zelllinien sind in Vorversuchen (Kapitel 4.3, Tabelle 3.11) ermittelt wurden.

Die induzierten DNA-Schiden waren nicht auf zytotoxische Wirkungen der genotoxischen
Agenzien zurlickzufiihren. Die Vitalitdten beider Zelllinien lagen bei den GEN-vorbehandelten
MCF-10A und MCF-7 Zellen im Durchschnitt > 85 %, bei EQU-behandelten MCF-10A Zellen
bei > 71 % und MCF-7 Zellen bei > 82 %. Da die Vitalititsbestimmung erst jeweils 2 h nach
der Inkubation durchgefiihrt werden konnte, muss dies als Ursache fiir die reduzierte Vitalitit
der Zellen in Betracht gezogen werden.

HNE wirkte in beiden Zelllinien genotoxisch, wobei die gemessenen induzierten DNA-
Schiden bei MCF-10A trotz hoherer schidigender Dosis im Vergleich zu MCF-7 deutlich
niedriger waren (MCF-10A: TI = 8,0 £ 1,3 %, MCF-7: TI =45 £ 7,1 ). In Bezug auf die BPDE-

induzierten Schadensraten unterschieden sich die Zellen nicht wesentlich voneinander
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(TT=44+£6,2%, MCF-7: TI=47+1,7%). Die DNA-Schadensraten (ohne Isoflavon-
Vorinkubation) wurden zum besseren Vergleich der beiden Zelllinien auf 100 % normalisiert.

In den MCF-10A wurden HNE-und BPDE-induzierte DNA-Schdden durch GEN
signifikant unterdriickt (Abbildung 4.25).
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Abbildung 4.25: Effekte einer 48-stiindigen Vorinkubation mit GEN und nachfolgender Behandlung mit
HNE und BPDE (30 min) auf die DNA-Integritat von MCF-10A und MCF-7 Zellen

Angaben als MW = SD, n = 3, GEN-vermittelte Effekte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle: *p<0,05, **p<0,01,
signifikant in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest. Effektive HNE-Konzentrationen wurden in Vorversuchen
(Kapitel 4.3) ermittelt und betrugen fir MCF-10A 150 uM und fiir MCF-7 75 uM. Die effektiven BPDE-
Konzentrationen betrugen fiir MCF-10A 50 pM und fiir MCF-7 20 pM.

Interessant war, dass die GEN-vermittelte Chemoprotektion gegen HNE bereits bei
physiologisch relevanten Konzentrationen (1-10 uM) klar erkennbar war. GEN (1-30 uM)
reduzierte die TI im Vergleich zu den nicht behandelten MCF-10A signifikant um 77-99 %.
Gegeniliber BPDE zeigte das Isoflavon eine schwichere Wirkkraft. Die 30 uM GEN-
Vorbehandlung resultierte in einer Schadensreduktion von 35 %. In MCF-7 zeigte GEN keine
chemoprotektiven Effekte gegeniiber HNE- und BPDE-induzierter Genotoxizitit (Abbildung

4.25).

4.4.2 AUSWIRKUNGEN AUF DIE GENOTOXIZITAT VON MENADION

Menadion, eine Modellsubstanz fiir Quinone, ist Substrat der hNQO1-1 (Abbildung 1.4).
Aufgrund des Potentials der DNA-Adduktbildung bzw. der ROS-Produktion gelten Quinone als
relevante Risikofaktoren in der Mammakarzinogenese. Die genotoxischen Wirkkonzen-
trationen wurden in Vorversuchen (Kapitel 4.3, Tabelle 3.11) ermittelt.

Die induzierten DNA-Schidden waren nicht auf zytotoxische Wirkungen zuriickzufiihren.
Die durchschnittliche Vitalitdt betrug bei MCF-10A > 75-79 %, bei MCF-7 ca. 77-87 %, wobei

sich die wvorbehandelten Zellen nicht von den unbehandelten unterschieden. Da die
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Vitalititsbestimmung jeweils 2 h nach der Inkubation durchgefiihrt werden konnte, muss dies
als Ursache fiir die abnehmende Vitalitit der Zellen in Betracht gezogen werden.

Menadion erzeugte in beiden Zelllinien signifikante DNA-Schiden (MCF-10A:
TI=26 % 1,5 %, MCF-7: TI =49 * 3,6 %). Diese wurden auf 100 % normalisiert.

Die Menadion-induzierten DNA-Schiden konnten in MCF-10A durch 30 uM GEN
signifikant unterdriickt werden. Die Suppression der DNA-Schéiden betrug 70 %. In MCF-7
zeigte GEN keine chemoprotektiven Wirkungen gegen Menadion (Abbildung 4.26).

Menadion

[] MCF-10A || MCF-7

150 -

100 A

50 -

Relative DNA-Schadigung
(% der Kontrolle)
*

0 1 10 30
Genistein (uM)

Abbildung 4.26: Effekte einer 48-stiindigen Vorinkubation mit GEN und nachfolgender Behandlung mit
Menadion (30 min) auf die DNA-Integritat von MCF-10A und MCF-7 Zellen
Angaben als MW + SD, n = 3, GEN-vermittelte Effekte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle: *p<0,05, signifikant

in One-way ANOVA mit Dunnett’s Posttest. Effektive Menadion-Konzentrationen wurden in Vorversuchen (s.
4.3) ermittelt und betrugen fiir MCF-10A 10 pM und fiir MCF-75 pM.

Zusammenfassung 4.4: Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Induktion der GST- und NQOI-
Expression und -Aktivitdt in den nicht-transformierten MCF-10A4 Zellen durch Behandlung mit
GEN und EQU entscheidenden Einfluss auf die Genotoxizitit von HNE, BPDE und Menadion
hatte. Dabei wurde HNE als endogener Risikofaktor bei der Karzinogenese in diesen Zellen
effektiver entgiftet als BPDE und Menadion. Dagegen konnten in den tumorigenen MCF-7

Zellen keine chemoprotektiven Effekte der Isoflavone beobachtet werden.

4.5 ZELLULARE AUFNAHME VON GENISTEIN IN HUMANE MAMMAZELLEN

Um das Verstdndnis der unterschiedlichen Wachstums-Response und der unterschiedlichen
Reaktion der Phase II-Enzymsysteme auf die Phytoestrogen-Inkubation zwischen nicht-
tumorigenen MCF-10A und tumorigenen MCF-7 Zellen zu erhohen, wurde am Beispiel von
GEN die relative zelluldre Bioverfiigbarkeit durch Bestimmung der zelluliren Konzentration
bestimmt (Kapitel 3.2.5). Tabelle 4.7 zeigt die dosisabhingige Aufnahme von GEN in beiden
Zelllinien, welche in MCF-10A zudem zeitabhingig war. In MCF-10A Zellen erhohte sich die
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intrazelluldire GEN-Konzentration nach 1-stiindiger Inkubation um das 10- (1 uM) bzw. 6,6-
fache (10 uM) und nach 24 h um das 12- (1 uM) bzw. 19,5-fache (10 uM). Die Absorptionsrate
in MCF-7 lag zu jeder Zeit unter der der MCF-10A. Ausserdem sanken hier die intrazelluldren
GEN-Konzentrationen nach 24-stiindiger Inkubation unter die der 1-stiindigen Inkubation ab.
Der anteilige GEN-Gehalt in den Membranen nach 1 h und 24 h Behandlung lag in MCF-10A
mit 5-12 % unter denen der MCF-7 Zellen (10-30 %). Im Mediumiiberstand der MCF-10A,
aber nicht der MCF-7, waren Phase [I-Metabolite detektierbar, die jedoch nicht niher analysiert
wurden. Die Konzentration dieser betrug nach Inkubation mit 1 uM GEN nach 1h 0,03 uM
und nach 24 h 0,05 uM und nach Inkubation mit 10 pM GEN nach 1 h 0,4 uM und nach 24 h
0,5 uM.

Tabelle 4.7: Zellulare Aufnahme von GEN (1 pM, 10 uM) und der Anteil an GEN in den Membranen nach
1 h und 24 h Behandlung der MCF-10A und MCF-7 Mammazellen.

MCF-10A MCF-7
1uM 10 uM 1uM 10 uM
GEN/ Zelle (M) 1h 10+4 66 + 30 7+4 52415
24h 1242 195+ 19 1+1 3749
GEN-Anteil in der 1lh 10+1 11+£2 10+3 18+4
Membran (%) 24h 545 12+1 3046 242

Angaben in MW + SD, n=3.

Zusammenfassung 4.5: Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die nicht-tumorigenen MCF-104
Zellen Phytoestrogene besser aufnahmen als die tumorigenen MCF-7 Zellen, wie hier am

Beipiel des GEN beobachtet werden konnte.
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5 DISKUSSION

Das Ziel der Arbeit war es, potenzielle protektive Effekte der Phytoestrogene, speziell der
Isoflavone, Lignane sowie deren bakterieller Metabolite, in der Brustkrebs-Initiation unter
Verwendung von in vitro-Zellmodellen zu bestimmen. Die dieser Arbeit zugrunde liegenden
Untersuchungen wurden an den epithelialen, dysplastischen MCF-10A Zellen durchgefiihrt,
welche ein frilhes Stadium des Karzinogeneseprozesses repriasentieren und somit ein
geeignetes Modell fiir Untersuchungen von Mechanismen der Chemopriavention darstellen.
Zum Vergleich der Wirkungen wurden die MCF-7 Zellen, ein gut etabliertes

Tumorzellmodell, in die Experimente einbezogen.

5.1 UNTERSCHIEDE IN DER SENSITIVITAT DER ZELLLINIEN GEGENUBER
BRUSTKREBS-RELEVANTEN SCHUTZ- UND RISIKOFAKTOREN

Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Zellmodelle unterschieden sich hinsichtlich ihres
Transformationsgrades. MCF-10A Zellen wiesen Charakteristika von normalen luminalen
duktalen Brustepithelzellen auf [292]. Eigene Untersuchungen haben deren epithelialen
Ursprung bestitigt (Kapitel 4.1.1.1). Zudem besallen die Zellen einen stabilen, nahezu
diploiden Karyotyp [293]. Im Gegensatz dazu stellten MCF-7 Zellen tumorigene epitheliale
Brustgewebszellen dar, gewonnen aus einer Brustfellmetastase [259;294], mit einem
hochabberanten und hoch instabilen Karyotyp (Kapitel 4.1.1.2). Die von uns detektierten
Abberationen stimmten mit denen des vom DSMZ (www.dsmz.de) veroffentlichten Karyotyp
iiberein, wobei dieser im Gegensatz zu dem von uns ermittelten hypertetraploiden
Chromosomensatz einen hypotetraploiden Chromosomensatz beschrieb. Aus der Literatur
war bekannt, dass sich unabhédngig voneinander kultivierte MCF-7 Stdmme biologisch
unterscheiden, und dass diese Unterschiede auf den verdnderten Karyotyp zuriickzufiihren
sind [295;296]. Somit sind MCF-10A Zellen ein geeigneteres Modell fiir Untersuchungen
frither Ereignisse in der epithelialen Mammakarzinogenese und damit der Mechanismen der
Chemoprivention im Vergleich zu Tumorzellen, die geeignetere Modelle fiir Studien zu
krebstherapeutischen Aktivitdten darstellen.

Die Generationszeiten der beiden Zellmodelle unterschieden sich nicht wesentlich
voneinander und betrugen fiir MCF-10A Zellen 23 h und fiir MCF-7 Zellen 30 h (Kapitel
4.1.1.3). In der Literatur beschriebene Verdopplungszeiten reichen von 20 h bis 35 h bei MCF-
10A [258] und von 29 h (ATCC, www.atcc.org) bis 50 h (DSMZ, www.dsmz.de) bei MCF-7
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Zellen. Auf Grundlage dieser Ergebnisse konnten einheitliche Inkubationsregime fiir beide
Zelllinien verwendet werden.

Ein weiteres wichtiges Merkmal der Zellen, das entscheidend ist fiir die Sensitivitdt
gegeniiber den Phytoestrogenen, ist die Expression der ER. Urspriinglich wurden die MCF-
10A Zellen als ER(-) definiert [297]. Neuere Studien konnten aber eine sehr geringe ERf
mRNA-Expression nachweisen [260]. MCF-7 Zellen exprimieren beide ER Isoformen ERa
and ERf} und werden den ER(+) Mammazelllinien zugeordnet [260].

5.1.1 PHYTOESTROGENE WIRKEN NICHT-ESTROGEN IN MCF-10A UND MCF-7 ZELLEN

SOWIE ESTROGEN IN MCF-7 ZELLEN

In dieser Arbeit wurden biologische Effekte der Isoflavone und Sdugerlignane hinsichtlich
ihrer Wirkung auf das Zellwachstum und die metabolische Aktivitit der dysplastischen MCF-
10A Zellen und tumorigenen MCF-7 Zellen untersucht (Kapitel 4.1.2). Bei den Isoflavonen
wurden nicht nur GEN und DAI betrachtet, sondern auch deren bakterielle Metabolite
(DHGEN, DHDAI, 6-OH-O-DMA, O-DMA, EQU) sowie ein physiologisch relevantes
Isoflavon-Gemisch. Dieses setzt sich entsprechend detektierten Plasmakonzentrationen nach
Sojakonsum aus 64 % GEN, 29 % DAI und 7 % EQU zusammen.

Es gibt bisher nur wenige Studien, die die bakteriellen Isoflavon-Metabolite hinsichtlich
ihres  zellwachstumsmodulierenden Potentials unter Verwendung von etablierten
Tumorzellmodellen betrachteten. In dieser Arbeit wurden die bakteriellen GEN- und DAI-
Metabolite erstmalig an nicht-tumorigenen Brustzellen (MCF-10A) untersucht. Die
Proliferationsexperimente (DAPI-Assay, Kapitel 4.1.2.1) zeigten, dass die Isoflavone das
Wachstum beider Zelltypen unter Hormon-depletierten Bedingungen hemmten und dass
dieser antiestrogene Effekt in nicht-tumorigenen MCF-10A Zellen deutlicher war als in
tumorigenen MCF-7 Zellen. Die dafiir erforderlichen Konzentrationen von > 10 uM
iibertrafen zwar physiologisch erreichbare Plasmakonzentrationen (10 nM-4 uM) [73;74;138],
allerdings wurde von einer Akkumulation der Isoflavone im Brustgewebe berichtet [132;133].
Die proliferationshemmenden Dosen in MCF-10A Zellen waren 2-8-fach geringer als in
MCF-7 Zellen. Uber eine deutlicher ausgeprigte Wachstumshemmung in dysplastischen
Zellen im Vergleich zu Krebszellen wurde bereits in der Literatur berichtetet [298]. Zusétzlich
induzierten GEN, DAI und deren bakteriellen Metabolite in den tumorigenen MCF-7 Zellen
eine signifikante Wachstumsinduktion im physiologisch relevanten Konzentrationsbereich
(0,1-1 uM). Der sogenannte biphasische Effekt in ER(+) Zellen ist fiir GEN und DAI bereits
in der Literatur beschrieben [299;300].
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Die vergleichende Betrachtung der Isoflavon-Verbindungen ergab, dass DHGEN und
EQU &hnliche Wirkkraft wie GEN als Proliferationsinhibitoren (20-80 uM) in MCF-10A
besaBen, wihrend in MCF-7 EQU &hnlich dem GEN als starker Estrogenagonist (0,1-10 uM)
wirkte. Der letztgenannte Effekt wurde durch Untersuchungen von Sathyamoorthy et al.
bestétigt [301]. Die bakteriellen Isoflavon-Metabolite 6-OH-O-DMA, O-DMA und DHDAI
nahmen nur schwachen Einfluss auf das Wachstum beider Zellmodelle. Dies konnten auch
Xiang et al. an MCF-7 Zellen zeigen [176].

Die Ergebnisse aus der Behandlung mit dem Isoflavon-Gemisch waren von besonderer
Bedeutung, da sich hier ein additiver wachstumsinhibierender Effekt in den MCF-10A und
ein synergistischer proproliferativer Effekt in den malignen MCF-7 Zellen zeigte. Bereits
physiologisch relevante Konzentrationen der drei Isoflavone GEN, DAI und EQU in
Kombination (10 uM Mix(EQU): 6,4 uM GEN + 2,9 uM DAI + 0,7 uM EQU) hemmten das
MCF-10A Zellwachstum, verstirkten aber das Wachstum der malignen MCF-7 Zellen.
Synergistische Effekte in der Wachstumsreduktion von dysplastischen Zellen wurden bereits
durch eine andere Kombination von Antiestrogenen (GEN + Tamoxifen) beschrieben [298].

Die Saugerlignane ENL und END zeigten nur geringe wachstumsmodulierende Effekte in
beiden Zelllinien. ENL war dabei der effektivere Metabolit. Auch hier war eine Inhibierung
bei unphysiologisch hohen Dosen (>80 uM) in beiden Zelllinien und eine Induktion, wenn
auch sehr schwach, bei niedrigeren Dosen (5-40 pM) in malignen MCF-7 Zellen beobachtet
worden. Die Datenlage filir die Lignane ist begrenzt. In vitro-Tests an MCF-7 Tumorzellen
bestidtigen die  Stimulation des Zellwachstums im  physiologisch relevanten
Konzentrationsbereich (1-8 pmol/24 h Urin) [302;303]. Dagegen belegen Tierexperimente die
proliferationshemmenden Eigenschaften von Lignanen im Initiations- und Promotionsstadium
der Tumorigenese [182].

Unser in vitro-Testsystem repriasentierte Hormon-depletierte Bedingungen, die die
physiologischen Bedingungen in vivo nicht vollstindig widerspiegelten. Die antiprolife-
rativen Effekte der Isoflavone und Lignane waren in MCF-7 deutlicher, wenn Estrogene im
Kulturmedium (Supplementation von FCS, Anhang Abbildung 9.4) enthalten waren.
Bestétigung fanden diese Beobachtungen in zahlreichen in vitro-Untersuchungen [302;304].
Die Wirkungen der Referenzsubstanz E2 waren &hnlich denen der Isoflavone und Lignane. In
MCF-7 zeigte sich ein biphasischer Effekt, wihrend in MCF-10A ausschlieBlich
wachstumshemmende Effekte beobachtet wurden.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse kann eine ER-vermittelte Induktion des Zellwachstums

im physiologischen Konzentrationsbereich in den ER(+) Zellen angenommen werden.
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Dagegen lassen die antiproliferativen Effekte der Phytoestrogene in hohen Konzentrationen
sowohl in den ER(-) als auch ER(+) Mammazellen einen ER-unabhéngigen Mechanismus der
Wachstumsinhibierung vermuten. Damit bestdtigen die Befunde Ergebnisse aus &lteren
Arbeiten. Die Isoflavone GEN und DAI gelten in geringen Konzentrationen als vollstdndige
Agonisten fiir ERo und ERB [305]. Sie stimulieren auf diese Art das Wachstum kultivierter
Mammazellen sowie die Expression des auf Estrogene ansprechenden pS2 Gens [306;307].
Diese Wirkungsvermittlung via ERa und ER wurde fiir die Lignane aufgrund der geringen
estrogenen Aktivitdt ausgeschlossen [308]. Im Gegensatz dazu wirken Phytoestrogene in
hohen Dosen (>20uM), vielfach gezeigt am Beispiel des GEN und DAI,
wachstumsinhibierend, sowohl in ER(-) als auch in ER(+) Zellen [176;298;300;306;307].
Dies fiihrte zu der Hypothese, dass diese hemmenden Effekte nicht auf den antiestrogenen
ER-vermittelten Eigenschaften der Phytoestrogene beruhen. Zugrundeliegende Wirkmecha-
nismen sind moglicherweise eine Hemmung der Tyrosinkinasen wie z. B. IGF-1 und EGF
[180;309], eine Unterbrechung des Zellzyklus in der G2/M Phase teilweise aufgrund der
Herunterregulation von Cyclin B und Hochregulation von p21™*"!" sowie die Induktion der
Apoptose durch eine Hochregulation der Bax-Expression [176;300;310-312].

Die Untersuchungen zum Einfluss von GEN und EQU auf die DNA-Syntheserate (BrdU-
Assay, Kapitel 4.1.2.2) zeigten in beiden Zellmodellen ausschlieBlich antiproliferative
Wirkungen. In den MCF-10A Zellen war die Bestimmung der DNA-Syntheserate nach 72-
stiindiger Behandlung grof3en Schwankungen unterworfen. Dies fiihrte zu der Annahme, dass
die Substanzen bereits starken Einfluss auf den Zellzyklus (Zellzyklus-Arrest,
Apoptoseinduktion) genommen hatten, so dass nur noch eine geringe Anzahl replizierender
Zellen vorlag.

Im Gegensatz zur Proliferationshemmung beobachteten wir eine Induktion der
metabolischen Aktivitit infolge der Isoflavon-Behandlung in dysplastischen MCF-10A Zellen
(>10 uM) (Kapitel 4.1.2.3). Diese Resultate bestitigen Arbeiten von Pagliacci et al., die fiir
GEN eine Wachstumsinhibierung basierend auf der Zellzahlbestimmung durch direktes
Auszdhlen nicht aber auf Grundlage der mitochondrialen Aktivitdt beschrieben [313]. Diese
Beobachtungen wurden auf Verdnderungen in der Neuverteilung der Zellen in den Zellzyklus-
Phasen zuriickgefiihrt. Zellzyklus-Arrest beeinflusst die Anzahl und/oder Funktion der
Mitochondrien nachweislich und kann im programmierten Zelltod miinden. In MCF-7 Zellen
entsprechen die Isoflavon-vermittelten Effekte denen, die in den DAPI-Experimenten

ermittelt wurden.
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Die Ergebnisse der Wachstumsuntersuchungen zeigen, dass Isoflavone und Lignane in
Abhéngigkeit vom Typ der Zielzellen entweder chemoprotektive oder tumorprogressions-
fordernde biologische Effekte hervorrufen. Die exakte Ubertragbarkeit der in vitro-Ergebnisse
auf die in vivo-Situation ist dabei begrenzt. Dennoch weisen epidemiologische [57] und
Tierstudien [182;314] darauf hin, dass Phytoestrogene besonders effektiv in frithen Stadien
der Mammakarzinogenese wirken, bevor der Brustkrebs-Phidnotyp vollstindig etabliert ist.
Sie unterstiitzen somit die Hypothese, dass diese Verbindungen eine wichtige Rolle in der

Priavention maligner Brusttumore spielen.

5.1.2 MCF-7 ZELLEN REAGIEREN SENSITIVER AUF DNA-SCHADIGENDE SUBSTANZEN ALS
MCF-10A

Desweiteren wurden die mittels Comet Assay quantifizierten Ergebnisse zur Sensitivitét
dysplastischer MCF-10A Zellen und tumorigener MCF-7 Zellen gegeniiber genotoxischen
Brustkrebsrisikofaktoren gezeigt (Kapitel 4.1.3). Als Modellsubstanzen wurden E2 und sein
aktivierter Metabolit 4-OH-E2 als Vertreter der endogenen Hormone, H,O, als Vertreter der
ROS, HNE als Vertreter der reaktiven Lipidperoxidationsprodukte, B(a)P und sein aktivierter
Metabolit BPDE als Vertreter der Umweltchemikalien und Menadion als Vertreter quinoider
Verbindungen wie z. B. Estrogen-Quinone gewihlt. Mit dem hier verwendeten alkalischen
Comet Assay lassen sich Einzel- und Doppelstrangbriiche sowie alkalilabile Stellen und
DNA-Crosslinks  messen.  Zusétzlich werden DNA-Exzisionsreparaturstellen  als
Einzelstrangbriiche erfasst, nicht aber die oxidierten Basen [315].

Allen Substanzen ist gemeinsam, dass sie die Entstehung von ROS induzieren konnen,
welche aufgrund ihrer hohen Reaktivitit nicht in den Zellen akkumulieren, sondern sich im
zelluldren System mit nukleophilen Proteinen, Lipiden und DNA-Basen abreagieren
[17;185;246;316;317]. Die Gesamtmenge an oxidierten DNA-Basen, die tiglich im
menschlichen Organismus entsteht, wurde auf ca. 11.500 oxidierte Basen pro Zelle geschitzt
[318]. Diese konnen langfristig zur Krebsentstehung beitragen. Zusitzlich kénnen endogene
Estrogene (E2) tiber Catecholestrogene (2- und 4-OH-E2) zu Quinonen aktiviert werden, die
mit DNA-Basen Addukte formen [17]. HNE, ein a,B-ungesittigtes Aldehyd aus dem Prozess
der Lipidperoxidation, kann zudem Etheno- und Propano-Addukte induzieren [316;319].
PAKs wie z. B. B(a)P sind weit verbreitete Umweltkontaminanten, welche als Beiprodukte in
Verbrennungsprozessen oder wihrend der Lebensmittel-Zubereitung entstehen [320]. Durch
biologische Aktivierung des B(a)P entstehen einerseits durch CYP-Aktivitit BPDE, welches
iiber Addukt-Bildung mit DNA-Basen DNA-Schdden und Mutationen hervorruft [320] und
andererseits durch CYP, Peroxidasen und UV-Licht B(a)P-Quinone. Beide, Catecholestrogen-
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Quinone und B(a)P-Quinone, hier durch die Modellsubstanz Menadion vertreten, sind hoch
reaktive Verbindungen, die sich dem 1-Elektron-Redoxcycling mit ihrem korrespondierenden
Semiquinon-Radikal unterziehen kénnen, wobei wiederum ROS entstehen [17;246;317].

Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass entgegen fritherer in vitro-Experimente
[321;322] E2 und 4-OH-E2 (0,01-1 uM; 2 h, 37°C) in beiden Mammazelllinien keine DNA-
Schéden induzierten.

H,O, wurde in der Vergangenheit in zahlreichen Untersuchungen als Modell zur
Induktion von oxidativen Stress eingesetzt [201;323]. Zur Wirkung des HNE in Bezug auf die
Induktion von DNA-Schiden liegen z. Z. nur wenige Informationen vor. Das genotoxische
Potential in Kolonzellen [231;324] sowie via Adduktbildung hervorgerufene Schiden im
TP53 Gen sind bereits beschrieben [325;326]. Die Mammazellmodelle wiesen nach
Behandlung mit 0-150 uM H,0O, (5 min, 4°C) dosisabhingige DNA-Schiden auf. Im
physiologischen Konzentrationsbereich von 2,5 bis 16 uM [327;328] zeigten die tumorigenen
MCF-7 Zellen signifikant hohere TI-Werte als MaB fiir die DNA-Schadensrate im Vergleich
zu den MCF-10A Zellen, was fiir hohe H,O,-Konzentrationen von iiber 37,5 uM nicht mehr
beobachtet werden konnte (TI= 68 + 6,4 % in MCF-10A und TI=62 + 2,3 % in MCF-7 bei
150 uM  H,0;). HNE (0-150 uM) induzierte in den untersuchten Mammazellen
konzentrationsabhdngige DNA-Schéiden, die nach Behandlung mit 150 uM HNE fiir die
MCEF-7 Zellen bei TI =32 + 6,0 % und fiir die MCF-10A Zellen bei TI =16 £+ 4,7 % lagen.
Wieder reagierten die transformierten Zellen sensitiver auf die schiddigende Noxe als die
nicht-transformierten Zellen. Sensitivitidtsunterschiede gegeniiber HO, und HNE, basierend
auf dem Transformationsgrad der Zellen, wurden auch in Kolonzellen detektiert
[231;264;329]. Dabei wurden in Tumorzellen durch beide Karzinogene ebenfalls hohere
DNA-Schiden induziert als in Priméarzellen.

B(a)P, ein Vertreter der PAK, wurde bisher selten als DNA-schidigendes Agenz in
Chemoprotektionsstudien eingesetzt. Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass B(a)P
ausschlieflich in den MCF-7 Zellen die DNA-Integritit herabgesetzte. Signifikante DNA-
Schaden wurden durch 100 uM B(a)P hervorgerufen, eine Konzentration, die die Exposition
durch die Erndhrung (600-1000 ng/Tag) um das 100-fache iibersteigt [330;331]. Gegeniiber
dem iiber Hydroxylierungsreaktionen aus B(a)P gebildeten reaktiven und genotoxischen
Metaboliten BPDE [332;333] zeigten die tumorigenen MCF-7 Zellen wiederum eine
signifikant hohere DNA-Schadensrate als die MCF-10A Zellen. Im Gegensatz dazu zeigten

bei Kolonzellen Primérzellen eine hohere Sensitivitit als Adenomzellen [334].
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Menadion induziert Einzel- und Doppelstrangbriiche und ist ein geeignetes Modell zur
Untersuchung der Bedeutung von Quinonen bei der Induktion von DNA-Schédden [335]. In
dieser Arbeit wurde es als Modellsubstanz fiir elektrophile quinoide Verbindungen, die z. B.
im Metabolismus der Estrogene und des B(a)P entstehen, verwendet. In beiden Mammazellen
wurden DNA-Schédden induziert, die mit steigender Konzentration zunahmen. Der Vergleich
der Zelllinien ergab eine signifikant hohere Schadensrate in MCF-7 Zellen als in MCF-10A
Zellen.

Die bei allen hier getesteten Noxen (Ausnahme stellen die endogenen Estrogene dar)
auftretende hohere Empfindlichkeit der Krebszellen MCF-7 im Vergleich zu den nicht-
tumorigenen MCF-10A Zellen warf die Frage nach den Hintergriinden auf. Eine Erklarung
fiir diese Beobachtungen konnte auf eine moglicherweise reduzierte Reparaturkapazitéit der
MCF-7 Zellen zuriickzufiihren sein. Es ist bekannt, dass ER(-) Mammazellen eine verbesserte
Reparaturkapazitit aufweisen als ER(+) Mammazellen [287]. Die Untersuchungen zur
differenziellen Genexpression erlaubten Aussagen tliber die Expression der fiir die Beseitigung
oxidativer Stress- und ,,bulky adduct“-induzierter DNA-Schédden relevanter Reparaturgene
(XRCC, ERCC). Diese waren in MCF-10A Zellen hoher exprimiert als in MCF-7 Zellen.

In weiterfihrenden Untersuchungen wurde die Reparatureffizienz der MCF-7
Tumorzellen wurde unter Verwendung von H,O, als schddigendes Agenz ermittelt. Dabei
wurde die Persistenz der im Comet Assay gemessenen Schiden erfasst. Die durch H,O;
induzierten DNA-Schidden wurden innerhalb von 30 min signifikant repariert, wobei jedoch
die Reparatur iiber den gesamten beobachteten Zeitraum von 120 min unvollstindig blieb.
Dieser Verlauf der Reparatur H,O,-induzierter DNA-Schéiden entspricht dem, der bereits fiir
Kolonzellen, sowohl primér als auch transformiert, beschrieben wurde [264]. Daraus
schlussfolgernd konnte eine reduzierte Reparaturkapazitit als alleinige Ursache fiir die
erhohte Sensitivitit der MCF-7 Zellen ausgeschlossen werden.

Eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber genotoxischen Agenzien ist unter anderem auch
von zelltypspezifischen Unterschieden in den GSH-Konzentrationen und den jeweiligen
Expressionsmustern und Aktivititen der diese Substanzen entgiftenden Phase II-Enzyme wie
GST und NQOI1 abhéngig. So konnten Glaab et al. [336] und Janzowski et al. [337] fiir a.,f3-
ungesdttigte Carbonylverbindungen eine GSH-Depletion in V79-, Caco2- und priméiren
Kolonzellen und Mobley et al. [338] fiir Estrogene in MCF-7 Zellen nachweisen und zeigen,
dass das Ausmall der GSH-Depletion mit der zelltypspezifisch genotoxischen Wirkung der
jeweiligen Substanzen verbunden war. Fiir HNE wurde bereits der Zusammenhang zwischen

genotoxischem Potential und GST-Enzymausstattung sowie Aktivitit in Kolonzellen [231]
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und fiir Estradiol der zwischen 8-oxo-dG und NQO1-Aktivitdt in Brustzellen gezeigt [253].
Ob die differenzielle Enzymausstattung fiir die Sensitivititsunterschiede der Brustzellen

verantwortlich war, wird nachfolgend diskutiert.

5.2 EXPRESSIONSMUSTER ENDOGENER SCHUTZSYSTEME IN NORMALEN UND
TRANSFORMIERTEN MAMMAZELLEN

Das Ziel der Chemoprivention ist die Verhinderung der Initiation normaler Zellen sowie
die Vermeidung der Progression initiierter Zellen zu transformierten Zellen. Zu den
wesentlichen Strategien der Chemopriavention gehoren die Hemmung aktivierender und die
Induktion detoxifizierender Enzymsysteme sowie die Verbesserung der DNA-Reparatur [84].
Fir Chemopriventionsstudien sind primdre bzw. pramaligne Zellen den etablierten
Tumorzelllinien vorzuziehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden vergleichend sowohl
pramaligne (MCF-10A) als auch transformierte Mammazellen (MCF-7) untersucht. Um die
Hypothese einer fiir die Sensitivititsunterschiede der Mammazellen gegeniiber
Phytoestrogenen sowie Brustkrebs-Risikofaktoren zugrunde liegenden unterschiedlichen
Expression endogener Schutzsysteme zu untermauern, wurde zundchst die Expression von
Genen ermittelt, die im Fremdstoffmetabolismus bzw. in Pathways des oxidativen Stresses
und der Toxizitidt involvierte Enzyme kodieren. Die Aktivititen toxischer sowie nicht-
toxischer Substanzen in den Zielzellen sind abhingig von der Expression dieser
Enzymsysteme, die modulierbar sind und die zelluldre Entgiftungsleistung beeinflussen.

Fiir einen ersten Uberblick wurde eine cDNA-Array Technik etabliert, die es ermdglichte,
192 Gene gleichzeitig zu erfassen (Kapitel 4.2.1). Die Auswertung der Basalexpression ergab
signifikante Unterschiede zwischen den MCF-10A und MCF-7 Zellen in 30 Genen der
Biotransformation und in 23 Genen, die mit oxidativem Stress und Toxizitdt assoziiert sind.
Wesentliche zelltyp-spezifische Unterschiede traten in der Expression von DNA-
Reparaturgenen der Gruppen XRCC und ERCC auf, mit hoherer Basalexpression in MCF-
10A Zellen wie unter 5.1.2 diskutiert. Hinsichtlich bestimmter detoxifizierender Phase II-
(GSTs, SULTs, UGTs) und Phase III-Enzyme (ABC-Transportproteine) zeigten die
transformierten MCF-7 Zellen aber eine hohere Basalexpression. Bei den oxidativen Stress-
assoziierten Genen wie z.B. GPX1, MnSOD, MTs und MGSTs wurde dagegen eine
geringere Expression als in MCF-10A beobachtet. Da die meisten hier untersuchten
genotoxischen Agenzien iiber die Induktion von oxidativen Stress DNA-Schidden hervorrufen,
konnte dies ein weiterer Erklarungsansatz fiir die erhdhte Empfindlichkeit der MCF-7 Zellen

gegeniiber den Risikosubstanzen sein.
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Im Metabolismus der Brustkrebs-relevanten Karzinogene (HNE, BPDE, Catechol-
estrogen- und B(a)P-Quinone) sind die GSTs und die NQO1 bedeutende detoxifizierende
Enzymfamilien, die in dieser Arbeit ndher charakterisiert wurden (Kapitel 4.2.2 und 4.2.3).

Das in der Literatur fiir die Brust beschriebene GST-Muster, bei der GST = das
hauptsdchlich exprimierte Isoenzym darstellt und GST o und p in geringerem Ausmall
vorhanden sind [221;339], wurde nur in den MCF-10A Zellen bestitigt. Die Ergebnisse
zeigten unterschiedliche Expressionsmuster der GSTs in beiden Mammazelllinien mit
hoheren GST-Gesamtspiegeln in nicht-transformierten MCF-10A, speziell in der Expression
der hGSTA4-4 und hGSTP1-1. Hohe hGSTP1-1 Proteingehalte wiesen die MCF-10A auf.
Diese lagen in den primir-ahnlichen MCF-10A Zellen mit 532 + 251 ng/10° Zellen ca. 174 %
iiber denen primirer Kolonzellen (194 + 90 ng/10° Zellen) und ca. 34 % unter denen maligner
Kolonzellen, die eine konstitutionell hohere hGSTP1-1 Expression aufweisen (HT29:
805 + 252 ng/10° Zellen) [219]. In den MCF-7 Zellen konnte dagegen kein hGSTP1-1 Protein
detektiert werden, obwohl AGSTPI mRNA exprimiert war. Die mRNA-Gehalte waren
allerdings 66.000-fach geringer als in MCF-10A Zellen. Die GST a (GSTA1/2) war in beiden
Mammazelllinien nur marginal nachweisbar. Die Isoenzyme der GST-Klasse n (GSTM1-1,
GSTM2-2) waren in beiden Zelllinien auch nur marginal bzw. gar nicht exprimiert.

Die hGSTPI1-1 stellt in Brustzellen des gesunden Gewebes sowie von Tumoren das am
haufigsten vorhandene GST-Isoenzym dar. Haufig wurde berichtet, dass ER(+) Tumoren und
die Zelllinie MCF-7 kein m-Protein exprimieren [340;341]. Es gibt Informationen, die eine
inverse Korrelation zwischen der AGSTPI Genexpression und den ER-Spiegeln in
Brustkrebs-Zelllinien beschreiben [342;343]. Weil sich die Transkriptionsraten zwischen
ER(+) MCF-7 und ER(-) Mammazellen jedoch nicht unterschieden [342;343], wurde
geschlussfolgert, dass die hGSTP1-1 Proteinexpression posttranskriptionell reguliert ist. Eine
mogliche Ursache fiir die marginale bzw. fehlende hGSTP1-1 Proteinexpression in MCF-7
Zellen ist die geringe mRNA-Stabilitdt. Literaturdaten zeigen, dass die AGSTPI/ mRNA in
MCF-7 undetektierbar ist, widhrend die Halbwertszeit der AGSTPI mRNA in ER(-)
Brustkrebszellen 12-18 h betrigt [342]. Weitere mogliche Mechanismen, die die hGSTP1-1
Expression in MCF-7 Zellen beeinflussen konnen, sind einerseits die Hypermethylierung der
GC-reichen Regionen (SP-1) innerhalb des A#GSTPI Promotors [344] und andererseits der
Proteasom-abhéngige hGSTP1-1 Proteinumsatz [345]. Im letzteren Falle konnte eine erhdhte
Proteasom-Aktivitdt in den MCF-7 Zellen im Vergleich zu den MCF-10A Zellen fiir die
Unterschiede in der hGSTP1-1 Basalexpression zwischen beiden Zelllinien verantwortlich

sein.
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Die erhohte GST-Gesamtaktivitdt der dysplastischen MCF-10A Zellen, welche etwa 100-
fach hoher war als die durchschnittliche Aktivitdit der MCF-7 Zellen, lasst sich iiber die
Expressionshohe der einzelnen Isoenzyme und deren Substratspezifitit erklaren. So besitzen
auBler der GST 0 alle GST-Isoenzyme eine Substrat-Affinitdt gegeniiber CDNB. Allerdings
unterscheiden sich die spezifischen Aktivititen der Isoenzyme teilweise stark voneinander. So
weisen die in der vorliegenden Arbeit untersuchten GSTs hGSTA4-4 nur eine sehr geringe
Affinitdt (12,5 pmol/min/mg Protein), hGSTAI1-1, hGSTA2-2 und hGSTP1-1 moderate
Aktivitdten (80-100 pmol/min/mg Protein) und hGSTM1-1 und hGSTM2-2 hohe Aktivititen
(160-280 umol/min/mg Protein) gegeniiber CDNB auf [217;226]. Das Fehlen nennenswerter
Mengen an hGSTP1-1 Protein und die schwache Expression der GST p und o Klassen in
MCF-7 Zellen, welche eine hohe Substratspezifitit gegeniiber CDNB besitzen, unterstreichen
die niedrigere GST-Aktivitit in MCF-7 Zellen im Vergleich zu MCF-10A Zellen. Die
eigenen Ergebnisse finden Bestédtigung durch friihere Untersuchungen von Fields et al., der
ebenfalls eine geringe GST-Gesamtaktivitdt in MCF-7 Zellen beobachtete (<10 nmol/min/mg
Protein) [340]. Trotz der groBen Unterschiede im GST-Expressionsmuster und der daraus
resultierenden GST-Aktivitit besaBen beide Zellinien vergleichbare Konzentrationen an
intrazellulirem GSH, dem Kofaktor der GST-Isoenzyme.

Beziiglich der GSTM1, T1 und P1 existieren Polymorphismen in der Bevdlkerung, die mit
einem erhohten Brustkrebsrisiko assoziiert sind. Dazu zdhlen der GSTMI1*0
Polymorphismus, der bei 50 % der Europderinnen auftritt, und der T1*0 Polymorphismus, der
bei 10-25 % der Européderinnen vorkommt [289;290]. Das Auftreten vom GSTP1 (Val/Val)
Phénotyp fiihrte in epidemiologischen Studien zu kontroversen Ergebnissen. Helzlsouer et al.
beschrieb eine tendenzielle Erhdhung des Risikos fiir Brustkrebs, Mitrunen et al. dagegen
eine tendenzielle Protektion gegen Brustkrebs [289;290].

Das Phase II-Enzym hNQOI-1 war in beiden Mammazelllinien prisent, wobei
tumorigenen MCF-7 Zellen 3-fach hohere mRNA-Gehalte als dysplastische MCF-10A Zellen
aufwiesen. Dies konnte aufgrund der methodischen Limitierung (Fehlen eines geeigneten
Standardproteins) auf Proteinebene nicht quantifiziert werden werden, war aber visuell an der
Bandenintensitit sichtbar. Dieser Unterschied wurde auf der funktionellen Ebene der NQO1-
Aktivitdt detektiert. Immunozytochemische Untersuchungen bestétigten, dass die NQO1 im
Tumorgewebe der Brust hoher exprimiert ist als im korrespondierenden gesunden Gewebe
[239;240]. Der zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch bisher ungeklért.

Die Untersuchungen ergaben eine Variation in der Expression von Enzymsystemen der

Biotransformation und des oxidativen Stresses in den Mammazellen unterschiedlichen
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Transformationsgrades. Das Ausmall der Expression protektiver Enzymsysteme ist
demzufolge abhidngig vom Zelltyp. Die Enzymausstattung bestimmt das zelluldre Potential
zur Chemoprotektion und ist entscheidend fiir die Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber
potenziellen Risikofaktoren. Das Vorhandensein von Polymorphismen sowie das Ausmal} der
Genexpression scheinen gemeinsam entscheidend fiir die hohere Empfindlichkeit der MCF-7
Zellen gegeniiber Risikofaktoren zu sein, die Substrate fiir die hier betrachteten

Enzymsysteme darstellen.

5.3 EINFLUR VON PHYTOESTROGENEN AUF DIE EXPRESSION VON
FREMDSTOFFMETABOLISMUS- BZW. OXIDATIVER STRESS-ASSOZIIERTEN

ENZYMSYSTEMEN IN MAMMAZELLEN

Es ist bekannt, dass Erndhrung und Lebensstil die Entwicklung von Brusttumoren stark
beeinflussen. Epidemiologische Daten weisen darauf hin, dass die hohe Aufnahme von
Phytoestrogenen mit einer verminderten Inzidenz des Mammakarzinoms assoziiert ist [77]. In
diesem Zusammenhang werden unterschiedliche chemopriaventive Wirkmechanismen der
Risikoreduktion diskutiert. Von besonderer Bedeutung ist die Induktion detoxifizierender
bzw. oxidativer Stress-assoziierter Enzymsysteme. Eine verbesserte Entgiftung und/oder
schnellere Ausscheidung ultimater Karzinogene resultiert in einem inhibitorischen Effekt auf

die Krebsinitiation und einem moglicherweise verminderten Krebsrisiko [211].

5.3.1 DIFFERENZIELLE GENEXPRESSION IN BRUSTZELLEN —CDNA-ARRAY SCREENING

Fiir die Genexpressionsversuche (Kapitel 4.3.1) wurde GEN als das wirksamste
Phytoestrogen ausgewdhlt. Um die Phytoestrogen-spezifischen Modulationen in den beiden
Mammazelllinien zu ermitteln, wurde als Referenzsubstanz E2 mitgefiihrt. Dabei zeigte sich,
dass in den dysplastischen MCF-10A Zellen insgesamt weniger Gene sowohl durch GEN als
auch durch E2 signifikant moduliert wurden.

Die Inkubation dysplastischer MCF-10A Zellen mit dem Isoflavon (1 uM, 10 uM) fiihrte
zu einer signifikanten Hochregulation von detoxifizierenden Phase II-Enzymsystemen der
Gruppen GST (1,7-fach), SULT (7-fach) und UGT (1,8-fach) und von Reparaturgenen
(XRCC2, 2,5-3-fach). Diese Schutzsysteme sind in die Entgiftung reaktiver Estrogen-
Metabolite und exogener Karzinogene sowie in die Basenexzisions- und
Nukleotidexzisionsreparatur involviert [216;346;347]. GSTs entgiften durch die Konjugation
mit GSH elektrophile Karzinogene und sind zusitzlich am ROS-Stoffwechsel beteiligt. Das
Isoenzym hGSTP1-1 zeigt Substratspezifitit fiir Catecholestrogen-Quinone [348], BPDE und
HNE [224;227] und verhindert somit die Induktion von DNA-Schidden durch Adduktbildung
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bzw. ROS. SULTs katalysieren die Ubertragung von Sulfonyl-Gruppen vom Kosubstrat 3'-
Phosphoadenosin-5"-phosphosulfat auf nukleophile Substrate, zu denen viele Xenobiotika
und Hormone zdhlen [213]. Im Hormonstoffwechsel sind die Isoenzyme SULT1A1 und
SULTI1BI1 an der Entgiftung endogener Estrogene wie E2 und Catecholestrogene beteiligt
[347;349]. Die UGTs, welche Glucuronsduren auf lipophile Substrate iibertragen und die
entstandenen Glucuronide somit renal und bilidr ausscheidbar machen, zeigen ebenfalls
Aktivitit in der Konjugation von Catecholestrogenen (UGT1A1, UGT2B) [347;349]. In den
tumorigenen MCF-7 Zellen fiihrte die GEN-Behandlung zu einer Erniedrigung in der
Genexpression einzelner Isoformen der protektiven Phase II-Enzymsysteme GST (1,5-fach),
SULT (1,6-fach) und UGT (1,4-2-fach). Als Konsequenz ist eine erhohte Exposition der
Zellen mit genotoxischen Agenzien wie den elektrophilen Catecholestrogenen und den daraus
resultierenden ROS moglich.

Andererseits spielen die Enzymsysteme SULT und UGT auch im Metabolismus der
Phytoestrogene eine Rolle und vermindern so ihre Bioverfiigbarkeit in den Zellen. Die
Konjugation mit Glucuronsdure bzw. Sulfat wird als der Hauptentgiftungsweg fiir die
Isoflavone angesehen. Die fiir die Glucuronidierung und Sulfatierung der Isoflavone und ihrer
Metabolite in vitro verantwortlichen Isoenzyme sind UGT1A1, 1A4, 1A6, 1A7, 1A9, 1A10
und SULT1A1, 1A3, 1EI, 2A1 [350;351].

Die Genexpression der Metallothioneine, Enzyme, die gegen Schwermetallionen- und
oxidativen Stress-induzierte DNA-Schéiden schiitzend wirken [352;353], wurden in MCF-7
Tumorzellen durch GEN unterdriickt (2-fach), wodurch ebenfalls die erhdhte Anfélligkeit fiir
oxidative DNA-Schéiden erklart werden kann. Es besteht zudem eine positive Korrelation
zwischen der Metallothionein-Expression und der Expression von Ki-67 und PCNA Antigen,
welche als Proliferationsmarker betrachtet werden [352]. Demzufolge konnte die
Herunterregulation der Metallothioneine durch GEN in MCF-7 auch ein Zeichen einer
verminderten Proliferation darstellen. In den eigenen Untersuchungen zur Modulation des
Zellwachstums war nach 48-stiindiger Behandlung bereits bei GEN-Konzentrationen von
>1 uM eine geringe tendenzielle Reduktion der DNA-Syntheserate (BrdU) erkennbar. Die
verminderte Genexpression (3,8-fach) des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 (Bcl-w), wie in
MCF-10A Zellen detektiert, konnte einen moglichen Mechanismus fiir die durch GEN
induzierte Proliferationshemmung in frithen Stadien der Karzinogenese darstellen. Dass
Polyphenole, zu denen auch GEN gehdrt, Apoptose induzieren, wurde vielfach in in vitro-
Studien nachgewiesen. Es wurde eine Hochregulation des proapoptotischen Bax beschrieben

und eine gleichzeitige Herabregulation von Bcl-2 und Bcl-x [312;354]. Dagegen konnte
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dieser Pathway in den MCF-7 Zellen durch physiologische GEN-Konzentrationen nicht
induziert werden [311].

E2, welches als Referenzsubstanz mitgefiihrt wurde, nahm auf die Genexpression der
MCF-10A Zellen kaum Einfluss, modulierte aber wichtige Enzymsysteme in den MCF-7
Zellen. Die Katalase, die H,O, zu H,O und O, katalysiert, wurde herabgesetzt, was zu einer
erhohten Exposition mit ROS fiihrt. ABC-Transportproteine, die fiir den Abtransport von
Xenobiotika und endogenen zytotoxischen Verbindungen aus der Zelle verantwortlich sind,
wurden um das 1,6-2,3-fache herunterreguliert.

Die Expression protektiver Enzymsysteme sowie deren Modulation durch Phytoestrogene
bestimmen das Brustkrebsrisiko. GEN besitzt die Fahigkeit, Phase II- und DNA-
Reparaturenzyme in nicht-transformierten Mammazellen zu induzieren, welche einen Schutz
vor elektrophilen Karzinogenen und Produkten des oxidativen Stresses in frithen Stadien der
Tumorigenese darstellen. Neben der Wirkung als ,,blocking agent” wirkt GEN in initiierten
Zellen auch als ,,suppressing agent”, indem es durch die Modulation Apoptose- und
Proliferations-assoziierter Gene das Wachstum prdmaligner Mammazellen inhibiert und somit

die Tumorprogression verhindert.
5.3.2 MODULATION VON PHASE I I-ENZYMSYSTEMEN IN MAMMAZELLLINIEN

5.3.2.1 GENISTEIN INDUZIERT DAS GLUTATHION/GLUTATHION S-TRANSFERASE-SYSTEM

GEN beeinflusst den Karzinogeneseprozess in allen drei Stadien — in der Initiation, der
Promotion und der Progression. Bekannte Wirkmechanismen von GEN beinhalten die
Hemmung von Tyrosinkinasen, Hemmung des Zellwachstums durch Zellzyklus-Regulation,
Induktion der Differenzierung sowie Apoptose und Hemmung der Angiogenese und
Metastasierung [360]. Uber die induzierende Wirkung von Phytoestrogenen auf die GST-
Aktivitdt ist allerdings bisher wenig bekannt und die bisherigen Ergebnisse sind sehr
widerspriichlich [361-363]. Zudem gibt es bisher keine Informationen dariiber, welche GST-
Isoenzyme im Brustgewebe fiir diese Effekte verantwortlich sind und welche Konsequenzen
die Induktion auf die Chemosensitivitit der Mammazellen gegeniiber potenziellen
Risikofaktoren hat. Deshalb war neben der Bestimmung des GST-Expressionsmuster auch die
Untersuchung der Modulation der GST-Expression durch Phytoestrogene in den
Mammazelllinien MCF-10A und MCF-7 Gegenstand der Arbeit (Kapitel 4.3.2).

Die Daten zeigten in den nicht-tumorigenen MCF-10A Zellen eine konzentrations-
abhédngige Steigerung der intrazelluliren GSH-Konzentrationen und der GST-Aktivitit

infolge einer 48-stiindigen GEN-Behandlung. Letztere war verbunden mit einer
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Hochregulation der hGSTP1 Gen- und Proteinexpression. Es wurde ein zeitabhidngiger
signifikanter Anstieg der AGSTPI mRNA (ca. 2-fach) mit einem Induktionsmaximum nach
48 h Inkubation mit 30 uM GEN detektiert, welcher in etwa der Induktion des hGSTP1-1
Proteins (ca. 3-fach) entspricht. Obwohl die AGSTA4 mRNA Expression durch GEN
herunterreguliert wurde, fand keine Modulation des entsprechenden Proteins statt. Eine
mogliche Erkldrung fiir diese Effekte konnte in einer Verminderung der mRNA-Stabilitét
liegen. Diese Hypothese wurde durch Untersuchungen zur Butyrat-vermittelten Modulation
der hGSTT1-1 Expression in Kolonzellen bestétigt. Trotz der gesteigerten hGSTTI mRNA
Expression wurde die Proteinexpression aufgrund der verminderten mRNA-Stabilitdt nicht
moduliert [364]. Die hohe Korrelation zwischen der hGSTPI1-1 Proteinexpression und der
GST-Aktivitdt zeigt, dass die Induktion des hGSTP1-1 Proteins wahrscheinlich
hauptverantwortlich fiir den Anstieg der GST-Aktivitit in MCF-10A Zellen ist. Dennoch
kann eine zuséitzliche Induktion anderer GST-Isoenzyme (A1/2, M1), welche ebenfalls eine
Affinitdit zu CDNB aufweisen und damit zur Aktivitdtssteigerung beitragen konnen, nicht
ausgeschlossen werden.

In den tumorigenen MCF-7 Zellen hatte GEN keine modulierende Wirkung auf die GSH-
Spiegel, die GST-Aktivitit sowie die Expression der hier untersuchten Isoenzyme hGSTA4-4
und hGSTPI1-1. Die Induktion der intrazelluliren GSH-Konzentration und der GST-Aktivitat
durch EQU in MCF-7 Zellen konnte nicht durch die in dieser Arbeit untersuchten GST-
Isoenzyme hGSTA4-4 und hGSTP1-1 erkldrt werden. Die Induktion anderer GST-Isoenzyme,
die ebenso zur Aktivitétssteigerung beitragen kdnnen, kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Erhohung des GST-Status in primdren Mammazellen oder Zellen im frithen Stadium
der Transformation infolge der GEN-Behandlung stellt einen protektiven Mechanismus dar,
um schidigende Einfliisse karzinogener Substanzen zu vermindern. Unterstiitzung dieser
Hypothese kommt aus zahlreichen in vitro- und in vivo-Studien, die erndhrungsrelevante
Substanzen wie z. B. Flavonoide, u.a. GEN [230;362], Isothiocyanate und phenolische
Antioxidanzien [365;366], das Fermentationsprodukt Butyrat [220;231;324] und Kaffee [367]
hinsichtlich ihrer chemoprotektiven Wirkungen untersuchten. In diesem Zusammenhang
scheint der Erndhrungsstatus ein entscheidender Faktor nicht nur in der Erzeugung sondern
auch in der Verminderung Brustkrebs-relevanter toxischer Metabolite zu sein [368].
Substanzen von toxikologischer Relevanz in der Mammakarzinogenese schlieBen mutagene
4-Hydroxy-Alkenale (HNE), welche wihrend des physiologischen Prozesses der
Lipidperoxidation entstehen [316], und PAKs (B(a)P, BPDE), welche in unvollstindig

ablaufenden Verbrennungsprozessen wie der Lebensmittel-Erhitzung entstehen [320], ein.
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Sowohl die hGSTP1-1 als auch die hGSTA4-4 schiitzen vor Produkten des oxidativen
Stresses und unterbinden die Entstehung von DNA-Addukten. Sie spielen somit bei der
Protektion vor endogenen und exogenen Risikofaktoren der Karzinogenese eine wichtige
Rolle [224;225].

Andererseits wird die Uberexpression von hGSTP1 in den meisten Tumorgeweben als
Tumormarker diskutiert [369]. Im Fall von Tumorzellen kann ein Anstieg der GST-Aktivitit
zur Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika in der Krebstherapie fithren und damit das
Uberleben transformierter Zellen begiinstigen. Bei Brusttumoren muB man beziiglich der
Chemoresistenz zwischen ER(+) und ER(-) Tumoren unterscheiden. Wie bereits beschrieben
ist die hGSTPI1-1 Expression von der ER Expression abhéngig. ER(+) Brusttumore, die kein
hGSTP1-1 exprimieren, zeigen beziiglich der Therapie eine bessere Prognose als ER(-),

hGSTP1-1 exprimierende Tumore.

5.3.2.2  GENISTEIN INDUZIERT DAS NQO1 ENZYMSYSTEM

Neben den GSTs ist die NQOI ein weiteres wichtiges protektives Enzymsystem in
Brustzellen. Die NQO1-Induktion u. a. durch Phytoestrogene in verschiedenen Zellsystemen
wie Kolon und Leber wurde bereits beschrieben [252;370]. Uber die induzierende Wirkung
auf die NQOI1-Aktivitit in Brustzellen ist allerdings nur wenig bekannt [253]. In den
bisherigen Studien wurden zudem ausschlieBlich etablierte Krebszelllinien verwendet, in
denen eine Erhéhung der Phase II-Enzyme hiufig mit einer Chemoresistenz verbunden ist. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb die potenziell induzierende Wirkung der Isoflavone GEN
und EQU und des Lignans ENL an nicht-transformierten Brustzellen (MCF-10A) untersucht
und mit der Aktivitit in den Tumorzellen MCF-7 verglichen werden, um somit das
chemoprotektive Potential besser bewerten zu kdnnen (Kapitel 4.3.3).

Die Daten zeigten, dass GEN in primédr-dhnlichen MCF-10A Zellen die ANQOI mRNA
Expression im Gegensatz zu den tumorigenen MCF-7 Zellen induzierte. Es wurde ein
zeitabhingiger signifikanter Anstieg der ANOQOI mRNA durch 30 uM GEN mit einem
Induktionsmaximum nach 24 h (ca. 3-fach) detektiert. Die transkriptionelle Induktion war
verbunden mit einem vergleichbaren Anstieg in der Proteinexpression und der
Enzymaktivitdt. Die nicht-modulierbare NQOI1-Aktivitit in den MCF-7 Tumorzellen
resultiert aus dem Ausbleiben einer Transkriptionsinduktion. Allerdings beruhen die
Unterschiede in der Transkription zwischen beiden Zelllinien nicht auf Verdnderungen in der
Promotorregion des Gens, wie Begleiter und Lange [235] diskutierten. Die beobachteten
Transkriptionsvariationen basieren wahrscheinlich eher auf sogenannten regulatorischen

»upstream‘“-Faktoren wie z. B. Veridnderungen in der Induktion von Transkriptionsfaktoren
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wie Jun, Nrf, Maf, Fos und Fra oder Veranderungen in Signaltransduktionswegen [243;255].
Tumorgewebe weisen ausserdem eine konstitutionell erhohte hNQOI-1 Expression auf
[239;240], so dass eine weitere Induktion erschwert ist.

EQU und ENL modulierten ebenfalls das NQO1-Enzymsystem in nicht-transformierten
Mammaepithelzellen, wenn auch viel schwicher als GEN. EQU filihrte zu einer
konzentrationsabhédngigen Herunterregulation des Proteins in MCF-10A, zeigte aber keinen
EinfluB auf die Enzymaktivitdt. Durch die Inkubation mit ENL konnte in diesen Zellen die
NQOI-Aktivitdat induziert werden, wie auch andere Studien bewiesen haben [252]. Die
Proteinexpression wurde aber nicht moduliert. In MCF-7 Zellen wurde das Phase II-
Enzymsystem durch keine der Testsubstanzen moduliert.

Eine Konsequenz der hNQO1 Induktion in primédren Brustzellen oder Zellen in frithen
Stadien der Transformation stellt die Protektion gegeniiber schiddigenden Einfliissen
karzinogener Verbindungen dar. Unterstlitzung findet diese Hypothese in zahlreichen
Chemopréventionsstudien. Phytoestrogene (GEN, Biochanin A, ENL, Coumestrol) sowie
synthetische Antiestrogene (Hydroxytamoxifen, ICI-182.780) induzierten die NQOI1 in
verschiedenen Zellsystemen (Kolonzellen, Brustzellen) und boten einen Schutz vor E2-
induzierten DNA-Schiaden [252;253;321]. Andere Nahrungsinhaltsstoffe wie Flavonoide,
Indole und Isothiocyanate zeigten ebenfalls protektive Wirkungen in vitro [248;251]. Auf
diesen Kenntnissen basierend wird der Erndhrung in Bezug auf die Protektion der
Brustkrebsentwicklung eine grof8e Bedeutung beigemessen. Substanzen von toxikologischer
Relevanz stellen die endogenen Estrogene aber auch Umweltfaktoren wie die PAKs dar.
Innerhalb ihres Metabolismus entstehen aus ihnen hoch reaktive Quinone, die einerseits iiber
die Semiquinon-Bildung ROS erzeugen und andererseits DNA-Addukte induzieren
[17;322;371]. Die Exposition epithelialer Mammazellen mit beiden Substanzklassen (E2,
B(a)P) hat gezeigt, dass diese die Transformation normaler Zellen fordern [372;373].

Die Beobachtungen der Induktion der Phase II-Enzymsysteme GST und NQOI in
dysplastischen MCF-10A Zellen durch Phytoestrogene geben Hinweise auf eine Erhohung
des zelluldren Schutzes primédrer bzw. initiierter Zellen gegeniiber elektrophilen Karzinogenen
und Produkten des oxidativen Stresses infolge der Erhohung der reduktiven Kapazitit der
Zelle. Damit verbunden ist eine reduzierte Wahrscheinlichkeit der Brustkrebs-Initiation und
Progression. Eine lebenslange Induktion zelluldrer Schutzsysteme in priméren Zellen durch
eine  Soja-reiche Erndhrung stellt somit einen Beitrag zur Prdvention der

Mammakarzinogenese dar.
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5.3.2.3 MOGLICHE REGULATIONSMECHANISMEN DER PHASE II-ENZYMEXPRESSION

Die eigenen Untersuchungen zeigten eine GEN-vermittelte Induktion der mRNA-
Expression der Phase II-Enzyme GSTs und NQOI. Bisher ist allerdings wenig liber den
exakten Mechanismus bekannt, der der Modulation der AGSTPI, hGSTA4 und hNQOI
mRNA-Expression durch phytoprotektive Verbindungen wie den Phytoestrogenen zugrunde
liegt. Wichtige Mechanismen, die entscheidend sind fiir die Regulation einiger, aber nicht
aller Phase II-Gene (einschlieflich der GSTs und der NQOI1) schliessen AP-1
Bindungsstellen und das Antioxidant Response Element (ARE), welche in der
Promotorregion der Gene lokalisiert sind, ein [232;233;236]. Im Falle des ANQOI Gens ist
die AP-1 Bindungsstelle in dem Antioxidant Response Element (ARE) enthalten.

Der regulatorische Mechanismus der Genexpression ist zudem von der induzierenden
Substanz abhédngig. Xia er al. konnten zeigen, dass synthetische Antioxidanzien (t-BHQ,
BHA) die Regulation der /GSTPI Genexpression iiber AP-1 Bindungsstellen forderten aber
die Signaltransduktion iiber NF-kB hemmten, die vorrangig durch Oxidanzien wie H,0O,
induziert wurde [234]. Surh bestitigte die Hemmung der NF-«xB Freisetzung und
anschlieende Translokation in den Zellkern auch fiir GEN [374], die durch die Hemmung
der Akt-Kinase Kaskade vermittelt wurde [375]. Aufgrund dieser Kenntnisse gewann die AP-
1 Bindungsstelle fiir die Phase II-Enzyminduktion immer mehr an Bedeutung und somit auch
Transkriptionsfaktoren wie Nrf2 und Fos, welche den AP-1-Komplex durch
Heterodimerisierung mit Jun und small Maf Proteinen bilden.

Phytoestrogene konnen die hier untersuchten Gene h/GSTA4, hGSTP1 und hNQO! {iiber
ER-abhingige und ER-unabhingige Signaltransduktionswege stimulieren [376], die in
Abbildung 5.1 zusammengefasst sind.

In ER(+) Zellen bilden die ER-Agonisten durch Bindung an den zytoplasmatischen
Hormonrezeptor (ERP) einen Hormon-Rezeptor-Komplex, der direkt iiber die Bindung an
Estrogen Responsive Element (ERE)-Bindungsstellen (z. B. innerhalb der Promotorregionen
des AP-1 bildenden Transkriptionsfaktors c-fos oder im Falle der hNQO1 innerhalb der ARE-
Sequenz) die Transkription reguliert [321;379;380]. Bei der Bindung an EREs zeigen ERa
und ERP gleiche Aktivierungsmuster unabhingig vom Liganden (Estrogene bzw.
Antiestrogene). Es existieren jedoch Unterschiede an der AP-1 Bindungsstelle. Wiahrend ERa
im Komplex sowohl mit Estrogenen als auch mit Antiestrogenen die Transkription aktiviert,
agieren mit ERB-AP-1 die Antiestrogene als Transkriptionsaktivatoren und die Estrogene als
Inhibitoren [377]. Aufgrund der hohen Affinitdt der Phytoestrogene zum ER[} und der nicht

aufgetretenen Enzyminduktion durch E2 konnte GEN {iber diesen Aktivierungsweg die
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Expression der AGSTP1 und ANQOI vermittelt haben. Beweise liber den durch Phytoestroge
(GEN, Biochanin A) induzierten ERp-vermittelten Aktivierungsweg lieferten die
Untersuchungen von Bianco et al. [253].

Weiterhin kann der aktivierte Rezeptorkomplex die transkriptionelle Aktivierung auch
tiber AP-1 Enhancer Elements ausldsen, indem er direkt mit den Mitgliedern des AP-1
Komplexes Jun, Fos und Nrf2 interagiert [222;377]. Ein dritter ER-vermittelter Mechanismus
fiir die Induktion der Phase II-Enzyme ist die indirekte Aktivierung von mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK) wie extrazelluldr regulierte Kinasen 1/2 (ERK1/2) und c-jun N-
terminale Kinase (JNK), die ebenfalls in der Transkriptionsregulation iiber die AP-1

Bindungsstelle resultiert [381].

Phenlische Antioxidanzien (t-BHQ, BHA), Flavonoide (GTE, EGCG, Quercitin),
Isothiocyanate (Sulphoraphane), Phytoestrogene (Genistein)

Zell-
membran

A
(e, \

@G-34
Nukleus
hGSTPL
(st - sp1 | tata = HGSTAL

INFB | AP | GATA|—  AP1 | sp1 | TaTa |—|1
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| AP-1like | | AP-1 | GC-Box|_| AP-1like |]]
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Human Antioxidant Responsive Element (hARE)

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Regulation der Genexpression und Induktion von hGSTA4,
hGSTP1 und hNQOL1 nach [216;253;255;321;374,375;377;378]
Rote Pfeile beschreiben die Aktivierungs-Pathways von GEN.

Die ER-unabhingige Genregulation wird flir Phytoestrogene iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPR) vermittelt. Fiir GEN ist der Signalweg tiber den GPR30 beschrieben [378].
Durch Bindung an den membranstindigen Rezeptor wird die Phosphorylierung der ERK1/2
induziert. Die MAPK Kaskade stellt somit einen bedeutenden ER-abhidngigen und ER-
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unabhingigen Signaltransduktionsweg zur Vermittlung der Phytoestrogen-Wirkung iiber AP-
1 bzw. ARE bei der Genexpression von Phase II-Enzymen dar. Dieser und andere Kinase-
vermittelte  (Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), Proteinkinase C (PKC)) Signal-
transduktionswege fiir GST- und NQOI-Aktivierung sind bereits fiir zahlreiche chemo-
protektive Substanzen wie phenolische Antioxidanzien (t-BHQ, BHA), Flavonoide
(Quercetin, EGCG), Isothiocyanate (BITC, PEITC, Sulforaphan) und Butyrat beschrieben
[231;382;383]. Die Aktivierung der Proteinkinasen resultiert in der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wobei hier Nrf2, Fos und Jun als Bestandteile des AP-1 Komplexes
eine bedeutende Rolle spielen [222;255;384;385]. Als Konsequenz aktivieren diese die
hGSTP1, hGSTA4 und hNQO|I Transkription iiber Bindung an die AP-1 Bindungsstelle [216].

5.4 GENISTEIN WIRKT ANTIGENOTOXISCH GEGEN BRUSTKREBS-ASSOZIIERTE

KARZINOGENE IN NICHT-TRANSFORMIERTEN BRUSTZELLEN

Die Induktion von Phase II-Enzymen, wie den GSTs und der NQOI, gilt als eine der
moglichen Strategien in der Krebspravention, die insbesondere fiir Individuen mit niedrigem
Phase II-Enzym-Status von Relevanz zu sein scheint. Die inter-individuell sehr
unterschiedliche Expression der GSTs scheint bei der Induzierbarkeit der Isoenzyme eine
groBBe Rolle zu spielen wie Studien von Lampe et al. fiir Individuen mit dem GSTMI*0
Genotyp gezeigt haben [365]. Auch eine verringerte NQO-Aktivitit aufgrund einer
Punktmutation im ANQO! Gen macht die Trager anfdlliger fiir die Tumorinitiation [241]. Die
Konsequenz einer GST- und NQO1-Induktion in priméren Brustzellen bzw. Zellen im frithen
Stadium der Transformation besteht in der Verminderung schiddigender Einfliisse durch
potenzielle Karzinogene. Das Konzept der Chemoprotektion durch Phase II-Enzym-
Induktion, speziell der GSTs, wurde bereits mit Oltipraz zur Privention von Aflatoxin B;-
induziertem Leberkrebs in China praktiziert [386;387].

In der vorliegenden Arbeit wurden GEN, EQU und ENL als Vertreter der Phytoestrogene
auf ihr mogliches Potential, Phase II-Enzyme zu induzieren, untersucht. Im Gegensatz zum
synthetischen Abkoémmling der Kruziferen-Dithiolethionine Oltipraz stellen die Isoflavone
und Lignane natiirliche Substanzen dar, die in Lebensmitteln enthalten sind bzw. im Darm
durch die bakterielle Tatigkeit entstehen. In den vorangegangenen Untersuchungen des
GSH/GST- und NQO-Systems erwies sich GEN in den MCF-10A Zellen als effektivster
Induktor dieser Phase II-Enzyme (Kapitel 4.3.2 und 4.3.3). Auf Grundlage dieser Ergebnisse

wurden die Untersuchungen zur Chemoprotektion durchgefiihrt.
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Bisher ist noch unklar, in welchem Umfang karzinogene Stoffe aus der Umwelt und dem
endogenen Metabolismus an der Initiation von Brustkrebs beteiligt sind. Man geht allerdings
davon aus, dass sowohl exogene als auch endogene Risikofaktoren zum Krebsgesamtrisiko
beitragen. Zu Substanzen von toxikologischer Relevanz fiir die Brustkrebsentwicklung
gehoren einerseits endogene Risikofaktoren wie Produkte des oxidativen Stresses und
Steroidhormone und andererseits exogene Risikofaktoren, die unter anderem in
Verarbeitungsprozessen bei der Lebensmittelherstellung entstehen. Zu den oxidativen Stress-
assoziierten Verbindungen zdhlen Aldehyde, 2-Alkenale und 4-Hydroxyalkenale, welche
wiahrend des physiologischen Prozesses der Lipidperoxidation von Membranlipiden und
Lipoproteinen entstehen. Ein Hauptvertreter dieser physiologisch relevanten Oxidations-
produkte ist HNE, eine biologisch hoch reaktive Substanz mit zytotoxischem, genotoxischem
und mutagenem Potential [316;324;388]. Exogene Risikofaktoren stellen Umweltkonta-
minanten wie PAKs (B(a)P) dar, die als Beiprodukte von Verbrennungsreaktionen und
wéhrend des Erhitzens von Lebensmitteln entstehen [320]. B(a)P wird durch CYP1A-Enzyme
zum mutagenen und karzinogenen BPDE katalysiert, welches DNA-Schidden und Mutationen
durch DNA-Adduktbildung induziert [320]. Die genotoxischen Effekte von HNE und BPDE
konnen durch GST-katalysierte Konjugationsreaktionen verhindert werden. Das GST-
Isoenzym hGSTA4-4 besitzt eine hohe Substrataffinitit gegeniiber HNE [225;389], wahrend
hGSTP1-1 sowohl HNE [224] als auch BPDE konjugieren kann [227;390].

Bisher gelten hormonelle and reproduktive Faktoren als deutlichste Risikofaktoren fiir das
Auftreten von Brusttumoren [23]. Man nimmt an, dass die Initiation durch die reaktiven
Catecholestrogen-Quinone durch DNA-Schidigung ausgelost wird [17]. In vitro-Experimente
haben gezeigt, dass Estrogene die Féhigkeit besitzen, normale Brustepithelzellen zu
transformieren [372] und DNA-Schidden in Mammazelllinien zu induzieren [322]. Auch
exogene Risikofaktoren wie B(a)P konnen biologisch durch CYP450- und Peroxidasen-
Tatigkeit oder in der Umwelt durch UV-Licht zu reaktiven Quinonen aktiviert werden [371].
Quinone, sowohl B(a)P- als auch Catecholestrogen-Quinone, sind chemisch aktive
Verbindungen, die sich dem 1-Elektron-Redoxcycle mit ihrem Semiquinon-Radikal
unterziehen koénnen. Dabei entstehen ROS, die oxidative DNA-Schiden verursachen kénnen
[17;246], welche durch die NQO1-katalysierte 2-Elektronen-Reduktionsreaktion verhindert
werden konnen.

Zur Ermittlung der chemoprotektiven Wirkung einer Soja-reichen Erndhrung und damit
einer hohen Exposition mit Isoflavonen (GEN) wurden die oben erwéhnten relevanten

Risikosubstanzen HNE, BPDE und Menadion ausgewihlt (Kapitel 4.4). Die Ergebnisse der
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Chemoprotektionsexperimente zeigten, dass die HNE-, BPDE- und Menadion-induzierten
DNA-Schiden durch GEN in MCF-10A Zellen signifikant reduziert wurden. In MCF-7
Tumorzellen wurde keine Modulation der Genotoxizitit beobachtet. Dabei war das
antigenotoxische Potential des Isoflavons gegeniiber HNE am hdchsten.

Die genotoxischen Effekte von HNE und BPDE konnen durch GST-katalysierte
Konjugationsreaktionen vermindert werden [216], jedoch weisen die einzelnen GST-
Isoenzyme aufgrund ihrer Substratspezifitit unterschiedliche katalytische Aktivititen

gegeniiber HNE und BPDE auf (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1: Aktivitdten humaner GSTs gegentiber HNE, BPDE und CDNB

Isoenzym Spezifische Aktivitat (umol / min / mg Protein)
HNE BPDE CDNB
hGSTAL-1 5,0 0,038 82,0°
hGSTA2-2 — — 80,0°
hGSTA4-4 176,0 — 12,5°
hGSTM1-1 3,2 0,57 190,0*
hGSTP1-1 0,6 0,83 103,0*

Alle Angaben, wenn nicht anders gekennzeichnet, stammen aus [228]; ¥ aus [217]; (—) keine Angaben.

So kann HNE zwar von vielen Isoenzymen verstoffwechselt werden, eine hohe Affinitét
zu diesem Oxidationsprodukt besitzt allerdings nur die hGSTA4-4 (Tabelle 5.1)
[225;228;389]. Im Gegensatz zu frilheren Untersuchungen, bei denen Butyrat in HT29
Kolonzellen eine Induktion der hGSTA4-4 hervorrief und somit in einer reduzierten HNE-
Empfindlichkeit resultierte [220;324], konnte in der vorliegenden Arbeit zwar die Expression
dieses Isoenzyms, aber nicht seine Induzierbarkeit durch GEN in den Mammazellen gezeigt
werden. Eine mogliche Erklarung dafiir besteht darin, dass die hGSTA4-4 hauptséchlich in
den Mitochondrien lokalisiert ist [389]. Durch Proteinkinase A und C-vermittelte
Phosphorylierungsreaktionen im Zytosol erhoht sich seine Affinitdt zum zytoplasmatischen
Chaperon Hsp70, was die mitochondriale Translokation ermdglicht [391;392]. Dies konnte
eine mogliche Ursache fiir die geringen Konzentrationen der hGSTA4-4 im Zytosol und die
nicht beobachtete Modulation in den Brustzellen sein. Im Gegensatz dazu war die hGSTP1-1,
welche ebenfalls HNE detoxifiziert [224], in MCF-10A Zellen hoch exprimiert und wurde
durch GEN induziert. Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, das hGSTP1-1 das Haupt-
GST-Isoenzym darstellt, welches an der Entgiftung von HNE in den nicht-transformierten
MCF-10A Zellen beteiligt ist.

Die erhohte hGSTP1-Aktivitdt der MCF-10A infolge der GEN-Behandlung ist ebenfalls
fiir die Reduktion der BPDE-vermittelten DNA-Schédden verantwortlich. Die direkte
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Konjugation und Entgiftung von BPDE durch hGSTPI1-1 erklidrt aber nur partiell die
protektive Rolle von GEN. Denn BPDE induziert auch indirekt DNA-Schédden. /n vitro
Studien konnten zeigen, dass die im Comet Assay durch B(a)P oder andere “bulky adduct”-
bildende Mutagene detektierten Effekte hauptsdchlich aus transienten DNA-
Einzelstrangbriichen, die wéhrend der Exzisionsreparatur entstehen, resultieren [393]. Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, dass eine erhohte DNA-Exzisionsreparatur
moglicherweise den Effekt der GST-vermittelten metabolischen Deaktivierung annuliert. Die
vorliegenden Genexpressionsanalysen haben gezeigt, dass Gene der DNA-Reparatur
(XRCC(C2), die fiir die Beseitigung BPDE-induzierter DNA-Schiden verantwortlich sind, in
den MCF-10A Zellen durch GEN induziert wurden (Kapitel 5.3.1).

In diesem Zusammenhang muB3 auch der Einfluss von Polymorphismen auf die
katalytische Effizienz der GST-Isoenzyme betrachtet werden. Der hGSTP1 Polymorphismus
ist ein wichtiger Faktor fiir die Suszeptibilititsunterschiede gegeniiber der B(a)P-vermittelten
Tumorigenese in der Bevolkerung [394;395]. So wurde in den beiden Zelllinien MCF-10A
und MCF-7 fir GSTP1 ein heterozygoter Sequenzpolymorphismus im Kodon 104 am
Nukleotid 313 identifiziert. In einer Studie mit HepG2 Zellen, welche mit verschiedenen
Varianten des AhGSTPI Gens transfiziert worden waren, zeigten Zellen mit der
Transitionsmutation am Nukleotid 313, wie im Falle der hier verwendeten Mammazelllinien,
infolge der Behandlung mit BPDE signifikant weniger DNA-Addukte im Vergleich zu den
Zellen mit dem Wildtyp-Allel [394]. Diese Studien demonstrieren, dass der Genotyp
entscheidend fiir die katalytische Aktivitidt der Zielzellen sein kann und dass im Fall des
B(a)P-Metaboliten die polymorphen Varianten effektiver entgiften. In Bezug auf die
katalytische Effizienz der Varianten ist fiir andere Substrate jedoch das Gegenteil der Fall.
Gegeniiber CDNB weisen hGSTP*4*B exprimierende Zellen eine geringere katalytische
Aktivitat auf [226]. Folglich ist, in Abhdngigkeit vom Substrat, der Wildtyp oder der
Polymorphismus eines Enzyms fiir die Chemoprotektion der Zielzellen von Vorteil.

Neben der GST-Expression hat auch der intrazelluldire GSH-Spiegel Einfluss auf die
Sensitivitidt gegeniiber genotoxischen Agenzien. Neben der Funktion als Kofaktor fiir die
GSTs besitzt GSH auch direkte antioxidative Eigenschaften. Untersuchungen an HT29 clone
19a Kolonzellen bzw. MCF-7 Mammazellen zeigten, dass durch die Hemmung der GSH de
novo-Synthese mittels Buthioninsulfoximin, einem spezifischen Inhibitor der y-
Glutamylcystein-Synthetase, die Genotoxizitit von HNE bzw. H,O, und E2 infolge der
Depletion des intrazelluldren GSH signifikant anstieg [324;338]. Andererseits ist auch der

intrazelluldre GSH-Spiegel durch protektive erndhrungsrelevante Substanzen modulierbar.
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Bereits gezeigt wurde das fiir das Fermentationsprodukt Butyrat [231] und in der
vorliegenden Arbeit auch fiir die Isoflavone GEN und EQU.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die hohe Basalexpression der hGSTP1-1 und
folglich die hohe GST-Aktivitét in frithen Stadien der Karzinogenese protektiv gegen HNE-
und BPDE-induzierte DNA-Schiden wirken. Bestédtigung findet dies in Untersuchungen von
Fields et al., der bei geringer GST-Expression und -Aktivitit keinen Schutz gegeniiber
genotoxischen Effekten nachweisen konnte [390], wie dies in unserem Fall bei den
tumorigenen MCF-7 Zellen zu beobachten war. Steinkellner et al. wiesen ebenfalls eine
positive Korrelation zwischen der hGSTP1-1 Induktion und verminderten BPDE-induzierten
DNA-Schéden nach [367].

Die durch die quinoide Substanz Menadion induzierte Genotoxizitdt wurde in GEN-
vorbehandelten dysplastischen MCF-10A Zellen reduziert, wiahrend in MCF-7 Zellen die
DNA-Schiaden durch GEN nicht moduliert wurden. Quinone werden iiber eine NQOI1-
katalysierte 2-Elektron-Reduktionsreaktion entgiftet. Somit nimmt das Phase II-Enzym eine
Schliisselrolle im Schutz der Zellen vor dem Redoxcycling, oxidativem Stress und
Zytotoxizitit ein [242;245]. Folglich scheinen die reduzierten Menadion-induzierten DNA-
Schiaden in den GEN-behandelten MCF-10A Zellen eine direkte Konsequenz der NQO1-
Induktion zu sein. Die chemopriventiven Effekte einer NQOI-Induktion durch
Phytoestrogene gegeniiber E2- bzw. Menadion-induzierten oxidativen DNA-Schidden in
Brustzellen in vitro wurden auch von anderen Arbeitsgruppen bestétigten [253;396].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die GEN-vermittelte Induktion der
zelluldren Schutzsysteme hGSTP1 und hNQO1 in nicht-transformierten MCF-10A Zellen zu
einer reduzierten Genotoxizitdt Brustkrebs-relevanter Karzinogene (HNE, BPDE, Menadion)
fiilhrt. Diese protektiven Effekte wurden in den MCF-7 Tumorzellen nicht beobachtet. Die
Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass GEN ein chemoprotektives Potential in frithen
Ereignissen der Brustkrebsentwicklung besitzt. Bedeutungsvoll sind die effektiv wirksamen
Konzentrationen von >1 uM, die zur Induktion der Phase II-Enzyme in diesen in vitro-
Untersuchungen fiihrten. Diese liegen im Bereich der physiologisch erreichbaren
Plasmakonzentrationen durch Soja-haltige FErndhrung. Eigene Untersuchungen zur
Bioverfiigbarkeit von GEN ergaben zudem eine 19-fache Erhohung der intrazelluliren GEN-
Konzentration in den MCF-10A Zellen nach 24-stiindiger Inkubation mit 10 uM GEN
(Kapitel 4.5), und in vivo-Studien berichteten ebenfalls iiber einen Anstieg der Isoflavon-
Konzentration im Plasma (3-5-fach) und im Brustgewebe (4-13-fach) nach Soja-

Supplementation [132;133]. Bei diesen Konzentrationen war eine verstarkte Chemoprotektion
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gegeniiber den Karzinogenen zu beobachten. Eine regelmifBige Soja-Aufnahme wie in
asiatischen Léndern, in denen die Isoflavon-Exposition wéhrend des gesamten Lebens
stattfindet, tragt somit zu den protektiven Effekten der Reduktion der Genotoxizitdt von

Risikofaktoren durch Erhohung zelluldrer Schutzsysteme bei.

5.5 MCF-10A ZELLEN WEISEN HOHERE INTRAZELLULARE
GENISTEINKONZENTRATIONEN AUF

Es gibt derzeit nur wenige Informationen iiber die verfiigbaren intrazelluldren
Konzentrationen von Isoflavonen in Mammaepithelzellen nach Sojaverzehr.

Unsere Untersuchungen (Kapitel 4.5) ergaben sowohl bei MCF-10A als auch bei MCF-7
Zellen eine Abhéngigkeit der intrazelluliren GEN-Konzentration von der eingesetzten
Konzentration (1 uM und 10 pM). Die starke Akkumulation von GEN ist durch seine hohe
Affinitét zu Liposomenmembranen bedingt [397]. In den dysplastischen Zellen wurden 1-12-
fach hohere GEN-Konzentrationen nach 1h und 24 h Beandlung als in den tumorigenen
MCF-7 Zellen detektiert. In den MCF-7 Tumorzellen war die intrazellulire GEN-
Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation zudem geringer als nach 1-stiindiger Inkubation.
Diese Beobachtungen weisen moglicherweise auf eine Sattigung der Aufnahme bzw. einen
effektiven Phase II- und Phase III-Metabolismus hin. Peterson et al., der den Metabolismus
von GEN und Biochanin A in vitro untersuchte, berichtete, dass Zellen wie MCF-7, fiir die
eine geringe Isoflavon-vermittelte Wachstumshemmung (hohe ECso-Werte) detektiert wurde,
nur geringe Konzentrationen an unkonjugiertem GEN zeigen, wihrend Zellen mit starker
Isoflavon-vermittelter Wachstumshemmung (niedrige ECso-Konzentrationen) wie MCF-10A
hohe Aglykonspiegel aufweisen, was eine intrazellulire Akkumulation erlaubt [398]. Dies
konnte auch die relativen Sensitivititen in der Isoflavon-vermittelten Wachstumshemmung
der in dieser Arbeit verwendeten Mammazelllinien erkléren. Die intrazellulire Aufnahme von
GEN und DAI wurde bereits in anderen Zelllinien (V79, Caco-2) untersucht [399]. Sie
konnten in Einklang mit der vorliegenden Arbeit eine lineare Aufnahme der beiden
Substanzen mit zunehmender Konzentration bis 50 pM beobachten. Auch in vivo-Studien
zeigten, dass Isoflavone sich im Brustgewebe anreichern konnen [132;133]. Etwa 50 % der
Verbindungen liegen dort als Aglykone vor. Diese Menge ist ca. 10-fach hoher als der Anteil
der Aglykone im Plasma, wo hauptsdchlich Konjugate vorkommen [130].

Die Anteile von GEN in den Membranbestandteilen wiesen mit steigenden
Konzentrationen bei beiden Zelllinien keine signifikanten Unterschiede auf. Dies stimmt mit

den Ergebnissen von Riifer und Hong et al. zur zelluldren Aufnhahme von GEN und DAI bzw.
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Epigallocatechin-3-Gallat in Kolonzellen iiberein, die ebenfalls einen konstanten Anteil in der
Membranfraktion iiber einen Konzentrationsbereich von 1-50 uM bzw. 0,5-20 uM
detektierten [399;400]. Der prozentuale Anteil von 5-30 % in der Membranfraktion bei MCF-
10A und MCF-7 Zellen ist relativ gering. Der liberwiegende Teil des aufgenommenen GEN
findet sich somit vermutlich an Proteine gebunden im wissrigen Zytosol, was fiir GEN bereits
gezeigt wurde [401].

Der genaue Mechanismus der Aufnahme ist bisher noch nicht geklért, konnte aber sowohl
ER-abhéngig als auch ER-unabhéngig sein. Gesundes Mammaepithel sowie etwa zwei Drittel
aller Brusttumoren exprimieren ER [402] und konnten somit Isoflavone moglicherweise iiber
Rezeptorbindung und zelluldre Retention konzentrieren. GEN bindet an die im Zytosol
lokalisierten ERa und ERP [403]. Typ II-Estrogenbindungsstellen, welche Flavonoide mit
hoher Affinitdt binden [404;405], konnten ebenso an der Erhohung der intrazelluldren
Konzentrationen auf Spiegel, die der Karzinogenese vorbeugen bzw. zelluldre Mechanismen
hemmen (z. B. Tyrosinkinasen), die in Zellwachstumsprozessen involviert sind, beteiligt sein.
Auch die passive Diffusion als Aufnahmemechanismus wird nicht ausgeschlossen [399].

Die Untersuchungen des Zellkulturmediums nach Inkubation mit GEN ergaben fiir MCF-
7 Zellen keine Hinweise auf die Bildung von Phase II-Konjugaten. Ein moglicher
Erklarungsansatz dafiir ist einerseits die geringe Basalgenexpression und die durch GEN
verminderte Genexpression Fremdstoff-metabolisierender Enzyme in diesen Zellen und
andererseits ein verminderter Transport der Konjugate aus der Zelle durch Transportproteine.
Genauere Angaben zum Potential der Biotransformation in den MCF-7 Zellen sind jedoch
nicht mdglich, da die Metabolite nur im Medium und nicht im Zellysat bestimmt wurden. Im
Gegensatz dazu konnten bei den MCF-10A Zellen bereits nach 1-stiindiger Inkubationsdauer
Phase II-Konjugate (2-5 %) im Mediumiiberstand nachgewiesen werden. Die Aufkldrung der
Metabolite fand im Rahmen dieser Untersuchungen nicht statt, jedoch kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei diesen um Glucuronide und Sulfate handelte. Andere
Gruppen wiesen diese Konjugate als Hauptmetabolite in Enterozyten nach [101;399;406]. Die
Detektion der Metabolite im Zellkulturmedium ldsst auf einen effektiven Transport aus der
Zelle schlieBen, was auch von Peterson et al. fiir Phytoestrogene an humanen Brustzelllinien
beobachtet wurde [398]. Untersuchungen an Kolonzellen zeigten, dass Mitglieder der ABC-
Transportmolekiile, speziell MRPs, am Efflux der Konjugate beteiligt sind [406]. Ob diese
auch fiir den Transport der Glucuronide bzw. Sulfate aus den Brustzellen verantwortlich sind,

mulB jedoch noch gepriift werden.
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Schlussfolgernd kann man sagen, dass die intrazelluldre Anreicherung von GEN in den
nicht-transformierten MCF-10A Zellen iiber physiologisch relevante Plasmakonzentrationen
mit einer Wachstumshemmung assoziiert war, was auf eine schnellere Elimination initiierter
Zellen aus dem Gewebeverband und somit auf eine Chemoprotektion im frithen Stadium der
Mammakarzinogenese hindeutet. Im Gegensatz dazu absorbierten tumorigene Zellen weniger
GEN. Die geringen intrazelluliren Konzentrationen fiihrten in den in vitro-
Wachstumsexperimenten zu einer ER-abhingigen Wachstumssteigerung. Die biologischen
Effekte der Isoflavone, entweder chemoprotektiv oder tumorprogressionsfordernd, sind somit
vom Transformationsgrad der Zielzellen abhingig. Sie lassen aber noch keine Schliisse fiir
die in vivo-Situation zu. Jedoch weisen Ergebnisse epidemiologischer [57;58] und Tierstudien
[314;407;408] darauf hin, dass Isoflavone effektiver in frithen Stadien der Krebsentwicklung
wirken, bevor der Brustkrebs-Phédnotyp vollstindig etabliert ist. Sie unterstiitzen damit die
Hypothese, dass Isoflavonen eine wichtige Bedeutung in der Privention maligner
Brusttumoren zukommt. Fiir die protektiven Wirkungen ist ebenfalls die Expositionsdauer
von Bedeutung, die zudem die intrazelluldren Gehalte determiniert. Zahlreiche Studien
zeigten, dass eine Isoflavon-Exposition beginnend im Jugendalter zu einer frithen
Differenzierung und somit geringeren Zellteilungsrate des Brustdriisengewebes fiihrte, das
dadurch weniger sensibel fiir den Karzinogen-Einfluss war [57;409]. Das Brustkrebsrisiko

konnte durch den Sojakonsum im Erwachsenenalter weiter reduziert werden [57]
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6 ZUSAMMENGEFASSTE ERGEBNISSE UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen hatten zum Ziel, chemoprotektive
Mechanismen der Phytoestrogene an  humanen  Brustzellen unterschiedlichen

Transformationsgrades aufzukléren.

Aus dem ersten Teil der Arbeit, der sich mit den biologischen Aktivitdten Brustkrebs-
relevanter Schutz- und Risikofaktoren in den humanen Mammazelllinien MCF-10A und
MCF-7 beschiftigte, lassen sich folgende Schliisse ziehen:

=  Physiologisch relevante Konzentrationen an Phytoestrogenen zeigen in primaér-
dhnlichen MCF-10A Zellen antiproliferative und in tumorigenen MCF-7 Zellen
proliferationsfordernde Effekte. Daraus folgt, dass die Phytoestrogene in frithen Stadien
der Mammakarzinogenese chemoprotektive Effekte entfalten, wihrend sie die
Progression bereits entarteter Zellen fordern.

. Die Beobachtung, dass Isoflavone eine 2-8-fach stiarkere wachtumshemmende Aktivitét
als Lignane in nicht-transformierten Mammazellen aufweisen, 1dsst den Schluss zu, dass
eine Soja-reiche Erndhrung einen hdheren Beitrag zur Protektion von Brustkrebs leistet
als eine Vollkornprodukt-reiche Kost (Roggen, Leinsamen).

. Die Isoflavone zeigen unterschiedliche biologische Aktivititen hinsichtlich der
Zellwachstumsmodulation. Es kann angenommen werden, dass bakterielle Metabolite
des Genisteins weniger aktiv sind als die Ausgangsverbindung, wihrend bakterielle
Metabolite des Daidzeins (z. B. Equol) eine stirkere Aktivitit aufweisen. Die
Zusammensetzung der Darmflora bestimmt somit ebenfalls das individuelle
Brustkrebsrisiko.

*  Ein synthetisches Isoflavon-Gemisch, bestehend aus Plasma-relevanten Anteilen an
Genistein, Daidzein und Equol, zeigt im physiologisch bedeutsamen Konzentrations-
bereich (<10 uM) ein additives, wachstumsinhibierendes Potential in dysplastischen
MCF-10A Zellen. Daraus folgt, dass bereits ein moderater Sojakonsum chemoprotektive
Effekte erzielt und somit das Brustkrebsrisiko vermindert. Somit sind Soja-haltige
Lebensmittel einzelnen Supplementen vorzuziehen.

. Der Anstieg der metabolischen Aktivitdt infolge der Isoflavon-Behandlung in den
primér-dhnlichen MCF-10A Zellen ist auf eine Neuverteilung der Zellen in den
Zellzyklus-Phasen zuriickzufiihren. Ein durch Phytoestrogene induzierter Zellzyklus-
Arrest in initiierten Mammazellen kann in den programmierten Zelltod miinden und

beugt somit dem weiteren Fortschreiten der Karzinogenese vor.
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Gegeniiber potenziellen Risikofaktoren in der Mammakarzinogenese (H,O,, HNE,
B(a)P, BPDE, Menadion) reagieren die transformierten MCF-7 Zellen sensitiver als die
nicht-transformierten MCF-10 A Zellen, d. h. Ziel muss sein, bereits die Initiation von

Brustzellen zu verhindern.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Expressionsstatus Fremdstoff-metabolisierender und

oxidativer Stress-assoziierter Enzymsysteme in den verwendeten Zelllinien bestimmt. Das

Ziel war, die Sensitivitdtsunterschiede der Zelllinien zu klaren.

MCF-10A und MCF-7 Zellen unterscheiden sich signifikant in der Basalexpression von
Enzymsystemen der Biotransformation und des oxidativen Stresses. Dabei zeigen MCF-
10A eine bessere Enzymausstattung in oxidativen Stress- und DNA-Reparatur-
assoziierten Genen (MnSOD, GPX1, MTs, MGSTs, XRCC, ERCC) sowie im GSH/GST-
Enzymsystem. Im Gegensatz dazu weisen MCF-7 eine hohere Expression einzelner
Phase II-Enzym kodierender Gene (COMT, SULT und UGT) auf sowie eine hdhere
basale Expression des NQOI1-Enzymsystems. Das Ausmall der Expression protektiver
Enzymsysteme ist abhéngig vom Zelltyp. Die Enzymausstattung bestimmt das zelluldre
Potential zur Chemoprotektion ist entscheidend fiir die Empfindlichkeit der Zellen

gegeniiber potenziellen Risikofaktoren.

Der dritte Teil der Arbeit hatte zum Ziel, potenziell chemopriventive Effekte der biologisch

aktivsten Phytoestrogene auf Fremdstoffmetabolismus- und oxidativer Stress-assoziierte

Enzymsysteme in beiden Zelllinien zu ermitteln.

Genistein besitzt die Fahigkeit, Phase II- und DNA-Reparaturenzyme in nicht-
transformierten Mammazellen zu induzieren, welche einen Schutz vor elektrophilen
Karzinogenen und Produkten des oxidativen Stresses in frilhen Stadien der
Tumorigenese darstellen.

Neben der Wirkung als ,blocking agent“ wirkt GEN in initiierten Zellen auch als
,suppressing agent®, indem es durch die Modulation Apoptose- und Proliferations-
assoziierter Gene das Wachstum prdmaligner Mammazellen inhibiert und somit die
Tumorprogression verhindert.

Die Induktion der Phase II-Enzymsysteme GST und NQO1 in dysplastischen MCF-10A
Zellen durch Genistein gibt Hinweise auf eine Erhohung des zelluldren Schutzes
primdrer bzw. initiierter Zellen gegeniiber elektrophilen Karzinogenen und Produkten
des oxidativen Stresses infolge der Erhohung der reduktiven Kapazitit der Zelle. Eine

lebenslange Induktion zelluldrer Schutzsysteme in primiren Mammazellen durch eine
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Soja-reiche Erndhrung stellt somit einen Beitrag zur Privention der Brustkrebs-

entwicklung dar.

Der vierte Teil der Arbeit diente dazu, die funktionellen Konsequenzen der Genistein-

induzierten Phase II-Enzymsysteme (GST, NQO1) zu ermitteln.

= Genistein reduziert die durch HNE, BPDE und Menadion induzierten DNA-Schiden in
den priméar-dhnlichen MCF-10A Zellen signifikant, wahrend in den MCF-7 Tumorzellen
keine Modulation der Genotoxizitdit zu beobachten ist. Die Genistein-vermittelte
Induktion der zelluldren Schutzsysteme in MCF-10A Zellen fiihrt somit zu einer
reduzierten Genotoxizitdt Brustkrebs-relevanter Karzinogene. Die Ergebnisse
unterstiitzen die Hypothese, dass Genistein ein chemoprotektives Potential in frithen
Ereignissen der Brustkrebsentwicklung besitzt. Die effektiv wirksamen Konzentrationen
(>1 uM) spiegeln physiologisch erreichbare Plasmakonzentrationen wider. Die
Moglichkeit, durch einen lebenslangen Verzehr einer Soja-reichen Kost genotoxische
Effekte zu verringern, ist hinsichtlich einer anzustrebenden Krebsprophylaxe durch die

Erndhrung als sehr wichtig zu beurteilen.

Im abschlielenden Teil wurde die Bioverfiigbarkeit der Isoflavone am Beispiel des

effektivsten Phase II-Enzyminduktors Genistein bestimmt.

. Die Genistein-Behandlung dysplastischer MCF-10A Zellen fiihrt zu erhdhten
intrazelluldiren =~ Konzentrationen, die  physiologische = Plasmakonzentrationen
tiberschreiten. Diese hohen Dosen sind mit einer Wachstumsinhibierung sowie
Induktion zelluldrer Schutzsysteme assoziiert, Mechanismen mit chemoprotektivem
Potential im friihen Stadium der Mammakarzinogenese.

. Im Gegensatz dazu absorbieren tumorigene MCF-7 Zellen weniger Genistein. Diese
geringen intrazelluliren Konzentrationen beglinstigen iiber einen ER-abhéngigen
Mechanismus der  Wachstumsinduktion ein  weiteres  Fortschreiten  des

Karzinogeneseprozesses.

Ubertragen auf die in vivo-Situation kann somit geschlussfolgert werden, dass v. a. Isoflavone
als Bestandteile einer Soja-reichen Diédt durch Erhohung des zelluldren Schutzes primérer
bzw. initiierter Zellen gegeniiber ultimaten Karzinogenen chemopraventiv in frithen Stadien

der Brustkrebsentwicklung wirken, bevor der Brustkrebs-Phanotyp vollstindig etabliert ist.

Fiir die Ubertragbarkeit der in vitro-Ergebnisse auf die in vivo-Situation ist bei den

Untersuchungen mit Polyphenolen zu beachten, dass die in vitro-Versuchsbedingungen
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weitestgehend in vivo-Bedingungen entsprechen. Die Aglykone, wie sie in diesen
Untersuchungen verwendet wurden, sind normalerweise nicht die natiirlichen Formen, mit
denen die Gewebe in vivo exponiert sind. Der iiberwiegende Anteil der resorbierten
Phytoestrogene, der iiber das Blut zu den Zielzellen des Korpers transportiert wird, sind
Glucuronsdure- bzw. Sulfat-Konjugate. Diese besitzen abweichende biologische
Eigenschaften und Verteilungsmuster innerhalb der Zellen und Gewebe im Vergleich zu ihren
Aglykonen. Das Brustgewebe ist dagegen hauptsidchlich mit den Aglykonen exponiert, wie
Tierexperimente zeigten. Diese Beobachtung gibt Hinweis auf im Zielgewebe stattfindende
Dekonjugationsreaktionen. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen
mit dem Einsatz der Phytoestrogen-Aglykone kommen somit der in vivo-Situation nahe.
Desweiteren sollte der fiir die Experimente gewéhlte Konzentrationsbereich den
physiologischen Konzentrationen in vivo entsprechen. Die getesteten Konzentrationen sollten
deshalb, wie in dieser Arbeit erfolgt, den Bereich der erreichbaren Plasmakonzentrationen
(0,1 — 4 uM) umfassen. Fiir eine korrekte Interpretation von in vitro-Ergebnissen mufl man in
der Zukunft noch stdrker darauf achten, dass unter Beriicksichtigung verfiigbarer Daten zur
Bioverfiigbarkeit und zum Metabolismus der Substanzen v.a. im Organismus relevante
Metabolite getestet werden. Auf diese Notwendigkeit wurde jlingst auch in der Literatur

hingewiesen [410].



Ausblick 117

7 AUSBLICK

Die aus den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit gewonnen Erkenntnisse liefern
Ansatzpunkte fiir weiterfilhrende Untersuchungen bzw. Studien. So miisste noch geklart
werden, inwieweit Isoflavone, speziell das potente Genistein, die in den Brustzelllinien gering
exprimierten GST-Isoformen hGSTA1/2, hGSTMI-1 induzieren konnen und dies in der
Konsequenz Einfluss auf die Genotoxizitit der als Substrate dienenden Kanzerogene hat.
Auch sind die Gene der DNA-Reparatur sowie deren Modulation durch Phytoestrogene von
Bedeutung. Desweiteren wire es von Interesse, das Potential der Phytoestrogene unter
simulierten physiologischen premenopausalen Bedingungen, sprich Zusatz der Hormone in
Form von FCS bzw. E2 zum Zellkulturmedium, zu bestimmen. Bisher noch wenig schliissig
sind die zugrundeliegenden Mechanismen der Genistein-Wirkungen in den Zellen. Es sollte
demzufolge untersucht werden, ob die Enzyminduktion in den MCF-10A Zellen iiber ER-
abhingige bzw. ER-unabhégige Signaltransduktionswege vermittelt wird.

Um einen Zusammenhang zwischen den hier vorgenommenen Untersuchungen und der in
vivo-Situation herstellen zu kénnen, wire die in vitro-Untersuchung einer groen Anzahl von
Gewebeproben sinnvoll. Allerdings ist es bei der Brust schwierig, neben Tumorgewebe auch
gesundes Probenmaterial zu erhalten. Zudem stellt das Brustgewebe ein sehr inhomogenes
Gewebe dar, so dass die Aufbereitung der Biopsien und die Gewinnung reiner
Epithelzellfraktionen hohe Anforderungen stellt, zumal die Primérzellen, einmal aus ihrem
Gewebeverband herausgelost, nur eine begrenzte Lebenszeit und einen verdndeten
Metabolismus aufweisen. Anfangs wire es notwendig priméres Brustgewebe aus Biopsien zu
charakterisieren, um das Phase II-Expressionsmuster sowie inter-individuelle Variationen im
Phase II-Enzymstatus der Bevdlkerung abschitzen zu konnen. AnschlieBend konnten die
induzierenden Wirkungen von z.B. Genistein auf Phase II-Enzyme in priméren
Mammaepithelzellen gepriift werden. Da in den westlichen Industrielindern eine Soja-
basierte Erndhrungsweise nicht so relevant ist, wire es von Vorteil, fiir die westliche
Erndhrungsweise bedeutendere Polyphenole, wie Flavonoide aus Obst und Gemiise,
hinsichtlich ihres chemopriventiven Potentials in der Mammakarzinogenese zu untersuchen.
Die Durchfiihrung einer Interventionsstudie mit Isoflavonen bzw. anderen Polyphenolen wire

anzustreben, um die Wirkung in vivo zu charakterisieren.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung: Brustkrebs zdhlt weltweit zur zweithdufigsten Krebsart bei Frauen, mit einem Anteil
der Krebsfille von tliber 50 % in entwickelten Landern. Im Vergleich zu Nordamerika und Nord-
und Westeuropa zeigen asiatische Lander eine 3-4-fach geringere Inzidenz. Innerhalb Europas
weisen Finnland und Schweden niedrige Krebsinzidenzraten auf. Zahlreiche epidemiologische
Studien weisen auf eine inverse Beziehung zwischen dem Krebsrisiko und einer Erndhrung reich
an Soja- und Vollkornprodukten, speziell Roggen und Leinsamen hin. Die wertgebenden
Inhaltsstoffe, denen die protektiven Wirkungen zugeschrieben werden, sind die Isoflavone und
Lignane. Schétzungen zufolge wiéren ein Drittel aller Krebsfdlle durch Verdnderung der
Erndhrungsgewohnheiten vermeidbar. Mogliche Mechanismen der Krebspriavention durch
Erndhrungsfaktoren sind die Hemmung des Zellwachstums sowie die Induktion korpereigener
Schutzsysteme, zu denen die Glutathion S-Transferasen (GST) und die NAD(P)H:
Quinonoxidoreduktase (NQO) als bedeutende Entgiftungsenzyme des Brustgewebes gehoren.
Konsequenzen einer erhohten Entgiftungsfunktion, insbesondere bei hoher Expression
detoxifizierender Enzyme, fiihren zu einer verminderten Exposition mit Karzinogenen und tragen
damit zu einer Senkung des Krebsrisikos bei.

Zielstellung: Ziele der vorliegenden Arbeit waren, (1.) die Sensitivitit humaner Mammazelllinien
unterschiedlichen Transformationsgrades gegeniiber relevanten Schutz- und Risikosubstanzen der
Mammakarzinogenese zu ermitteln, (2.) die Basalexpression von Fremdstoffmetabolismus- und
oxidativer Stress-assoziierten Enzymsystemen zu erfassen, (3.) die Wirkung der potentesten
Phytoestrogene auf die Induzierbarkeit verschiedener Fremdstoff-metabolisierender und
oxidativer Stress-assoziierter Gene und speziell der GSTs und NQOI hinsichtlich mRNA-,
Protein-Expression und Aktivitdt, zu untersuchen, (4.) die Konsequenzen einer erhohten Phase 11-
Enzymexpression auf die Chemosensitivitit der Mammazellen gegeniiber genotoxischen
Verbindungen zu priifen und (5.) die Bioverfiigbarkeit der effektivsten protektiven Substanz als
moglichen Erklarungsansatz fiir die Wirkungen in den Zelllinien zu bestimmen.

Material und Methoden: Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche wurden an
dysplastischen MCF-10A Zellen, die nicht-tumorigene Mammazellen repridsentieren, und der
etablierten Mammakarzinomzelllinie MCF-7 durchgefiihrt. Als Testsubstanzen wurden sowohl
isolierte Isoflavone (Genistein und Daidzein), deren bakterielle Metabolite (Dihydrogenistein, -
daidzein, 6-Hydroxy-O-Demethylangolensin, O-Demethylangolensin, Equol, S-Equol), Siduger-
lignane (Enterolacton, Enterodiol) als auch ein synthetisches, den Plasmaanteilen entsprechendes
Isoflavon-Gemisch aus Genistein, Daidzein und Equol verwendet. Die Inkubation mit diesen
Testsubstanzen erfolgte iiber 24—-72h. Der weite Konzentrationsbereich in den

Proliferationsversuchen diente der optimalen Dosisfindung. In den Enzym-Induktionsversuchen
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wurden physiologische Konzentrationen von 1 — 10 uM und eine effektiv wachstumshemmende
Konzentration von 30 uM verwendet.

Das Zellwachstum wurde nach Phytoestrogen-Behandlung mittels DNA-Farbung (DAPI) und
Brom-Desoxyuridin (BrdU)-Einbau bestimmt, die metabolische Aktivitit mittels spektralphoto-
metrischer und fluorimetrischer Assays. Mit Hilfe eines cDNA-Arrays wurde die differenzielle
Genexpression von 192 am Fremdstoffmetabolismus und oxidativen Stress beteiligten Genen
ermittelt. Zur Untersuchung der Basalexpression der GST-Isoenzyme auf mRNA-Ebene und der
Deletionspolymorphismen fiir hGSTM1-1 bzw. hGSTT1-1 wurde die PCR-Technik verwendet.
Die Bestimmung der GST- bzw. NQO-Aktivitéit erfolgte spektralphotometrisch gegeniiber 1-
Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) bzw. gegeniiber 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetra-
zoliumbromid (MTT). Die Proteinexpression der GST-Isoenzyme A1/2, M1, M2 und P1 und der
NQO1 wurde mittels Western Blot untersucht. Aktivitit und Enzymprotein der GSTs wurden auf
Basis des zytosolischen Proteingehaltes und der Zellzahl berechnet, da der Proteingehalt der
Zellen durch die Substanzbehandlung ebenfalls moduliert wurde, wihrend die Zellzahl eine
konstante Bezugsgrofle darstellte. Die mRNA-Expression der #GSTPI, hGSTA4 und hNQOI
wurde mittels quantitativer real-time RT-PCR bestimmt. Die Untersuchungen zur Genotoxizitét
wurden mittels Comet Assay durchgefiihrt. Als genotoxische Verbindungen wurden die fiir die
Brustkarzinogenese relevanten Substanzen HNE, BPDE und Menadion eingesetzt. Die
Bestimmung der Bioverfligbarkeit von Genistein erfolgte mittels HPLC/MS.

Ergebnisse: (1.) Sensitivitit der Mammazelllinien gegeniiber Schutz- und Risikosubstanzen:

Physiologisch relevante Konzentrationen an Phytoestrogenen zeigten antiproliferative Effekte in
den nicht-tumorigenen MCF-10A Zellen und proproliferative Effekte in den tumorigenen MCF-7
Zellen. Hinsichtlich des wachstumsmodulierenden Potentials waren Genistein und Equol die
effektivsten Metabolite. Das synthetische Isoflavon-Gemisch zeigte im physiologischen
Konzentrationsbereich < 10 uM eine additiv wirkende Wachstumsinhibierung in MCF-10A und
eine synergistisch wirkende Wachstumsinduktion in MCF-7. Die Phytoestrogen-Behandlung
fiihrte in MCF-10A, aber nicht in MCF-7, zu einem Anstieg der metabolischen Aktivitit. Die
transformierten MCF-7 Zellen zeigten signifikant hohere DNA-Strangbruchraten infolge der
H,0,, HNE, B(a)P, BPDE und Menadion-Behandlung im Vergleich zu den nicht-transformierten
MCF-10A Zellen und reagierten somit sensitiver auf potenzielle Risikofaktoren der

Mammakarzinogenese.

(2.) Basalexpressionsanalysen: Differenzielle Genexpressionsanalysen ergaben signifikante
Unterschiede in der Basalexpression von 30 Genen des Fremstoffmetabolismus und von 23
oxidativer Stress- und Toxizitdts-relevanten Genen zwischen MCF-10A und MCF-7 Zellen.
Untersuchungen des GST-Status zeigten Variationen im Expressionsmuster. Die hGSTP1-1 ist

das dominierende Isoenzym in den primér-dhnlichen MCF-10A Zellen, wihrend es in den MCF-7
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Tumorzellen nicht exprimiert wird. Desweiteren exprimieren beide Zelllinien GST-Isoenzyme der
Klassen a (hGSTA1/2, hGSTA4-4) und p (hGSTM1-1), wenn auch nur in sehr geringen Mengen.
Die hGSTM2-2  konnte nicht detektiert ~werden. MCF-10A  besitzen einen
Deletionspolymorphismus im AGSTT! Gen, und beide Zelllinien tragen den heterozygoten
hGSTPI1*A4*B Genotyp. Beziiglich des NQO1-Status zeigten die MCF-7 Zellen eine hdhere basale
mRNA-Expression im Vergleich zu den MCF-10A Zellen. Die Variationen der GST- und NQO1-
Enzymausstattung spiegeln die jeweiligen Unterschiede in den Aktivititen wider.

(3.) Induzierbarkeit protektiver Enzymsysteme: Genistein induzierte in den nicht-tumorigenen
MCF-10A Zellen Gene des Phase II-Metabolismus (GSTs, SULTs, UGTs) und der DNA-
Reparatur (XRCC, ERCC), wiahrend in den tumorigenen MCF-7 Zellen Phase II-kodierende Gene
herunterreguliert wurden (GSTs, MTs, UGTs). In Bezug auf die Induzierbarkeit der GSTs erhdhte
Genistein die GST-Aktivitdt in MCF-10A (4,7-fach) und Equol (2,5-3-fach) in MCF-7. Genistein
induzierte zudem die hGSTP1-1 Proteinexpression (2,5-fach) und #GSTPI mRNA (2,3-fach) in
MCF-10A. Die hGSTA4-4 Expression konnte durch die Isoflavone in beiden Zelllinien nicht
moduliert werden. In Bezug auf die Induzierbarkeit der NQO1 erhéhte Genistein die ANQO]
mRNA- (2,6-fach), die hNQOI-1 Protein-Expression (3,4-fach) und die NQO1-Aktivitdt (1,5-
fach) in MCF-10A. In MCF-7 zeigten die Phytoestrogene keine induzierenden Effekte auf das
NQOI1-System.

(4.) Konsequenzen der Phase II-Enzyminduktion: Als funktionelle Konsequenz eines durch

Isoflavone erhohten Phase II-Enzymstatus zeigte die Behandlung der MCF-10A, nicht aber die
der MCF-7 Zellen, mit Genistein eine signifikante Reduktion der durch HNE, BPDE und
Menadion-induzierten DNA-Schéiden.

(5.) Bioverfiigharkeit: In den nicht-tumorigenen MCF-10A Zellen zeigte sich eine hdhere

intrazelluldre Akkumulation von Genistein als in den MCF-7 Zellen, die mit zunehmender
Inkubationsdauer weiter anstieg.

Schlussfolgerung: Insgesamt kann geschlussfolgert werden, dass Phytoestrogene als
Bestandteile einer Soja- und Vollkornprodukt-reichen Didt chemopriventiv auf friihe Stadien
der Krebsentwicklung wirken, bevor der Brustkrebs-Phinotyp vollstindig etabliert ist.
Chemopraventive Wirkmechanismen sind die Hemmung des Zellwachstums, die Stimulation
der Entgiftungskapazitit, speziell der GSTs und NQOI1, und folglich die Reduktion der Toxizitit
relevanter Risikofaktoren. Konsequenzen dieser Wirkmechanismen sind die Elimination
initiierter Zellen aus dem Gewebeverband und die schnellere und effektivere Ausscheidung von
Karzinogenen. Die Moglichkeit, durch einen lebenslangen Verzehr einer Soja-reichen Kost der
Brusttumorentwicklung vorzubeugen, ist hinsichtlich einer anzustrebenden Krebsprophylaxe

durch die Erndhrung als sehr wichtig zu beurteilen.
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ANHANG |: CHEMIKALIEN, GERATE, LOSUNGEN UND PUFFER

Gerate

Analysenwaage (Sartorius Basic plus)
Bildauswertungssystem (KOMET 4.0)
BioRad-MultimanagerS

Brutschrank (Steri Cult 200)

CCD Kamera (LAS 1000)
Elektronikriihrer (Monotherm variomag)
Elektrophoreseeinheit (Consort E831)
Elektrophoreseeinheit (Power Pack P25)
Elektrophoresekammer, horizontal
Elektrophoresekammer, vertikal
Fluoreszenz-Mikroskop (Axiolab HB50)
Fotokassette

GelgieBstand

Konfokales Fluoreszenzmikroskop (Axiovert M100)
Mikroskop (Axiovert 25)
Mikrowellengerdt (HMT 700B)
Minischiittler (MS1 Minishaker)
MTP-Fluoreszenz-Photometer (SpectralFluor Plus)
Real-Time PCR Gene-Amp 5700 SDS
SLT Rainbow MTP Reader

SemiDry Blotter

Sequnezierer Genetic Analyzer 3100
Sterile Werkbank (Herasafe H12)
Thermocycler

Thermomixer (Compact)
Tischzentrifuge (CR 4.22)
Titan-Ultraschall-Homogenisator Sonoplus
Ultrazentrifuge
UV-Vis-Spektrophotometer Cary 3 E
Wirmeplatte (HP 9060)

Wasserbad

Wippe (Duomax 1030)

Zentrifuge (biofuge fresco)

Zentrifuge (biofuge pico)

Arbeitsmittel

Deckgléser (24 x 24 mm; 24 x 70 mm)
Einweg-Pipetten (2 ml — 50 ml)

Filme (Hyperfilm ECL)

Filterpapier (Gel-Blotting-Papier GB 004)
Handstiickzéhler
Mehrkanal-Luftpolsterpipette (Transferpipette)
Mikrotiterplatten (96 well), 6-well-Platten
Nitrozellulosetransfermembran (PROTRAN®)
Objekttriager (einseitig aufgeraut)
Pasteurpipetten (steril)

Pipetten (0,2 ul — 2000 pl)

Pipettenspitzen filter tip Gel 100

Pipettierhilfe (accu-jet)

Prazisionskiivetten aus UV-Quarzglas
Reaktionsgefile (0,2 - 2 ml)

Sartorius AG, Gottingen

Kinetic Imaging Itd., Liverpool, UK
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Forma Scientific, Inc.

Fuji tiber Raytest, Straubenhardt

H+P Labortechnik GmbH, Miinchen

cti GmbH, Idstein/Taunus

Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

cti GmbH, Idstein/Taunus

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

rego GmbH, Augsburg

cti GmbH, Idstein/Taunus

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Robert Bosch Hausgerdte GmbH
IKA-Werke, Staufen

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim
Applied Biosystems, Warrington, UK
Alpha, Larne, Northern Ireland

cti GmbH, Idstein/Taunus

Applied Biosystems, Warrington, UK
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Biometra, Gottingen
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Jouan GmbH, Hanau

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin
Beckmann Coulter GmbH, Miinchen
Varian Deutschland GmbH, Darmstadt
Labotect GmbH, Gottingen

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
Heidolph GmbH & Co. KG, Schwabach
Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Menzel, Braunschweig

Fisher Scientific, Schwerte

Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Schleicher und Schuell GmbH, Dassel

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Brand GmbH & Co., Wertheim

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Schleicher und Schuell GmbH, Dassel
Menzel, Braunschweig

NeoLab, Heidelberg
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
Brand GmbH & Co., Wertheim

Hellma Optik GmbH, Jena
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
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ReaktionsgefiaBle (15 ml; 50 ml)

SLG Filterspitzen

Zellkulturflaschen (25 cm?; 75 cm?)
Zellschaber, steril

Zellzahlkammer nach Neubauer (geeicht)

Chemikalien und Reagenzien

Agarose, NuSieve 3:1

Agarose, Sea Plaque GTG (low melting)
Agarose, SEAKEM HGT

Benzo(a)pyren
Benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid

Biotin

Charcoal-stripped FCS

Choleratoxin

CDP-Star

Daidzein
4’,6-Diamidino-2’-phenylindol (DAPI)
Dihydrodaidzein

Dihydrogenistein

DNA-Leiter 100 bp

dANTP-Mix [100 mM]

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Enhanced Chemifluorescence (ECF)™
Enhanced Chemiluminescence (ECL)™
Enterodiol

Enterolacton

Equol

17B-Estradiol

2-Hydroxy-Estradiol
4-Hydroxy-Estradiol

Fetales Kédlberserum (FCS)
Formaldehyd

Genistein

HotStarTag-Polymerase [5 units/ul]
4-Hydroxy-2-nonenal
6-Hydroxy-O-Desmethylangolensin

Lachsspermien DNA (10 mg/ml)
Ladepuffer [6x]

Mammary Epithelial Basal Medium (phenolrotfrei)

Mammary Epithelial Growth Medium
Menadione

Milchpulver (Non-Fat-Dry-Milk)
Nichtessentielle Aminoséduren
O-Desmethylangolensin

PCR Puffer [10x] (15 mM MgCl2)

PenStrep (5000 U/ml Penicillin G, 5 g/ml Streptomycin-

Sulfat in 0,9 % NaCl-Losung)

Primer (RT-PCR)

Primer (real-time RT-PCR)
Rainbow-Marker

Restriktionsverdau A/w 26 1
Rinderserum-Albumin

RPMI 1640 Medium (ohne L-Gluthamin)

Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
Siid-Laborbedarf GmbH, Gauting

Becton Dickinson Labware, Heidelberg
Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen
Fisher Scientific, Schwerte

Biozym Diagnostics, Hameln

Biozym Diagnostics, Hameln

Biozym Diagnostics, Hameln
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biochemisches Institut fiir Umweltkarzi-
nogene, Grosshansdorf

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Biological Industries, Israel
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

TCI Tokyo Kasei, Japan

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Plantech, Reading, UK

Plantech, Reading, UK

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
STRATAGENE, Amsterdam Zuidoost
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Fluka, Buchs, Schweiz

Fluka, Buchs, Schweiz

Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
ICN Biomedicals, Irvine, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden
TCI Tokyo Kasei, Japan

QIAGEN GmbH, Hilden
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden
Kristiina Wihéla, University of Helsinki,
Finnland

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Promocell GmbH, Heidelberg

Promocell GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Plantech, Reading, UK

Quiagen GmbH, Hilden

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MWG Biotech AG, Ebersberg
Invitrogen, Cambridge, UK

Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Promega, Madison, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Gibco, Eggenstein
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S-Equol Plantech, Reading, UK

TagMan RT-Reagents Applied Biosystems, Warrington, UK
TagMan Sonden (real-time RT-PCR) Applied Biosystems Warrington, UK
TaqMan Universal Mastermix Applied Biosystems, Warrington, UK
TRIzol®-Reagenz Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Trypsin (10x) Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Trypsin-EDTA-L6sung (0,05 %/0,02 % (w/v)) Biochrom AG, Berlin
Ziegen-Normalserum dianova GmbH, Hamburg

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, von den Firmen
Merck, Darmstadt, Sigma-Aldrich, Steinheim bzw. Carl Roth, Karlsruhe bezogen.

Antikorper und Standardproteine

Anti-EP-CAM; Klon Ber-EP4 DAKO, Hamburg

Anti-Thy1/CD90 (FIB1; Klon AS02) dianova GmbH, Hamburg

Ziege Anti-Maus IgG-Cy3 dianova GmbH, Hamburg

Chicken anti-hGSTA4 peptide antibody E.P. Gallagher, University of Washington,
USA

Goat anti-chicken IgY-HRP Santa Cruz Biotechnology, USA

Goat anti-hNQOI peptide antibody Santa Cruz Biotechnology, USA

GST-Antikdrper (monoklonal, mouse anti hGST) W.H.M. Peters, University Hospital St.
Rasboud, Nijmegen, Niederlande

GST- Standardproteine, GSTA1, GSTP1 Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden

GSTM1 W.H.M. Peters, University Hospital St.

Rasboud, Nijmegen, Niederlande

Rabbit anti-goat [gG-AP DAKO, Hamburg

Rabbit anti mouse-immunglobulins-HRP DAKO, Hamburg

Kits

Cell Proliferation ELISA, BrdU (Chemiluminescence) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

CellTiter-Blue® Promega Southampton, UK

Glutathione Assay Kit Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden

MTT Assay Promega, Southampton, UK

Medien, Lsungen und Puffer

Die im Folgenden beschriebenen Losungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt und,
soweit nicht anders angegeben, bei 4°C gelagert.

ZELLKULTUR

MCF-7 Zellkulturmedium (DMEM + 10 % FCS + 1 % Nichtessentielle Aminosduren + 1 %
Pen-Strep)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM).......cccccoiiiiiiiiiiiiiieieceee et 450 ml
Fetales KAIDErserum (FCS) . ..ottt ettt ettt eetr e e abe e s e esaaeeaneeenes 50 ml
Nichtessentielle AMINOSAUIEI ........cecueitieierieetieieee ettt ettt e steete bt et eseesseeeestesseensesseeneeneenne S5ml
Lo 1N 1 (<) o BTSRRI 5 ml

MCF-10A Zellkulturmedium (MEGM + Choleratoxin)

Mammary Epithelial Growth Medium...........c.cocveriiiiiiiiiiieieeeesee et ens 500ml

(0] 1T0] 1 210« 1 FH USRS 100 ng/ml
MCF-7 Versuchsmedium (Phenolrotfrei)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM phenolrotfrei) ..........ccccveeveeiieiieneeneeneenieeeas 450 ml

Fetales Kalberserum (FCS BZW. CCS)...oouviiiiiiiiieciieceeeee ettt e 50 ml

Nichtessentielle AMINOSAUIEI ........cecueiuieieriietieieee ettt ettt e et ete sttt eseesseeeestesseesesseeneeneenne S5ml

L-Glutamin (200 MIM) ....ooooviiiiiieeiee ettt ettt e e e e eeta e e e te e e eaee e eteeeetaeeeateeetreeebeeeaneas 5 ml
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oS N3 1<) o S PRSPPI RPSRR Sml
MCF-10A Versuchsmedium (Phenolrotfrei)

Mammary Epithelial Basal Medium............ccccviiiiiiiiiiiiie ettt vee e s 500ml

SUPPLEMENLE Kt ..ueiiiiiiiiiiiiii ettt ettt et et e s e e s ereesbeesbeesbeesteesssessseasseesseesseesseesssesssessseesseesseensns

(@170 =3 2110 ).« 1 s DEUUUE PR OROPRTRRRTRR RO 100 ng/ml
Phosphate Buffered Saline (PBS)

INACL. .ottt e et e ettt e e e s e ee et et e e e e e s e s e e a ittt eeeesea e ——teeeeseeer e ararereeeas 137 mM

L e e e e e e e e e e te e e e e e e e ————eeeeeaaaa——————aeeeaaaarr———aaeeeaaaanna 2,7 mM

NAJHPOA X 2 HoO et e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeseseeesaaeeeeeeseaas 8,1 mM

KIHOPO 4 ettt e e et e ettt e e e e e s e e et e e e e e sesseaaareeeeesas et e reeeeesaananas 1,5 mM

pH 7,3 (mit 1N NaOH eingestellt); autoklaviert

PBS + Ca* + Mg**
MECly X OHO .ottt ettt st e eb e et e e be e teestbessbeesbeersaesaesaaesraeenbaans 0,13 g/l PBS
CaCly X 2HoO o et ettt e e e et et e et e et areeears 0,10 g/l PBS
pH 7.3; steril filtriert

PBS + Ca’* + Mg?* + BSA [0,5 %]

BSA oo 5 g/l PBS + Ca*" + Mg**
pH 7.3; steril filtriert
NAEDTA ...ttt ettt e e e et e e et e e eteeeeteeeeareeeeteeeeaeeeenreseenreeans 1,86 g/l PBS

pH 7.4; steril filtriert
ZYTOSOLEXTRAKTION / GST-AKTIVITAT / PROTEINBESTIMMUNG

Homogenisationspuffer

TTISHC ...ttt ettt et ettt et e b e te et e seesb e s e eseesbesseensensesseensenseesnensenneensenes 25 mM
SACCHATOSE ...eeeviiiiiieciee ettt et e et e et e e e bt e e s beeebaeetbeessbaeesseesssaeessseessseessseeenssessseesnns 250 mM
NAEDTA o 1 mM
Pefabloc (Zugabe nach Einstellen des pH-Wertes)........cccccereverrieerieniieriienienieeieeieeieesieeseee e 1 mM

pH 7,8 (mit IN NaOH oder 2N HCI eingestellt)

IB-Homogenisationspuffer

1 4 TSRS 20 mM
SACCHATOSE ...oneviiiiieeeiee ettt e et e e et e e e tee e tbeeebeeesaaeesabeeesseeesaseesnseeesseesseeanns 250 mM
DIthIOtRIETEOL ...ttt ettt st ettt et et ebeenbee 1 mM
Pefabloc (Zugabe nach Einstellen des pH-Wertes)........ccccvvrviiiriierierienienieere e e ereeieeseesenens 1 mM

pH 7.4 (mit 2 N HCI eingestellt)
Phosphatpuffer [0,1 M]

NaH;POy X 2Hy0 (LOSUNEZ 1)..iiuiiiiiiiiiieieeieeieesteste ettt ettt sieeseeesatesnseesteessaessnessnesnsesnseensaenses 0,1 M
KGHPO Y, (LOSUNZ 2) .ottt sttt ettt et e s aee st e sabeeabe e bt e b eesstesneesnseenseenseaseens 0,1 M

pH 6,5 (durch Titrieren der Losung 1 mit Losung 2 eingestellt); autoklaviert
CDNB-Stammldsung [20 mM]

Vor Gebrauch bei RT 1:5 mit Phosphatpuffer verdiinnen.
Glutathion-Lésung [4 mM]
GIULATRION «.eeeiiieeeeeeee ettt e e e e e e et et e e e e e es e aaaareeeessessennaaseeeeesssnneaaeees 30,7 mg

Phosphatpuffer [0,1 M .....cc.oiiiiiiee ettt e ettt sve e et e b e e ebbe e saseesbaeessaessseeenens 25 ml
Lagerung: aliquotiert bei —20°C

BRADFORD-Farbreagenz
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Coomassie Brilliant BIat G ........cccoocuiiiiiiiiiiicie sttt eens 50 mg
D4 4P o) A1 01T o) 15 1 ARt 23,5 ml
PROSPROTSAUIE .......eeiiieiieiie ettt ettt ettt e st e et e e be e bt e bt e sseesnbeenseenseenseenseaseens 50 ml
unter Rithren (mindestens 3 Stunden) 16sen

HoO e e e e e et e e e e ra e ———teeeeeraaar—————taeeeeraaar—————aaaaaaas ad 500 ml

filtriert, Lagerung: lichtgeschiitzt
BSA-Stammldsung [1 % (w/v)]

HomogenisationSPUTTET .........cccuiiiiiiiiiiiecie ettt sttt et e sbee s e eene e 5ml
steril filtriert; Lagerung: aliquotiert bei -20 °C

WESTERN BLOT
Puffer fr Trenngel

pH 8,8 (mit konz. HCI eingestellt)

Puffer fir Sammelgel

pH 6,8 (mit konz. HCI eingestellt)
Stammpuffer flr Elektrophorese und Blotting [10x]

5 USSR 250 mM
L3753 1 OSSP 1,92 M
pH » 8.8

Sodiumdodecylsulfat (SDS) -Ldsung [10 % (w/v)]
S DS ettt ettt et e b et e b et e a b e st e st et e ereenbe bt ess e beeseenseseeseensenseensensennaens 10g
HoO e ad 100 ml

Lagerung: RT
Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Lésung [10 % (w/Vv)]

Lagerung: aliquotiert bei -20 °C
Tris-Puffer [20 mM]

pH 7,4 (mit 2N HCI eingestellt), steril filtriert
Trenngel [12 % Acrylamid / Bisacrylamid] (Mengen fir 2 kleine Gele)

HaO . ettt ettt ettt ettt e te e beett e teete et e te et e eteete et enteereeans 4,935 ml
Puffer fUr TIENNEEL ....ccviiiiiiieieciectecte ettt e e et e b e s tbeesbeesbaessaesraessaessneans 3,75 ml
Monomer (Rotiphorese Gel 30) [30 %0] ..eccviecrerrrierierieiie et eteerieesee e sre e ereeseessaeseaessaessseesseenns 6 ml
SDIS [10 Q0] ettt ettt ettt ettt ettt e ete et e et e et e eateete e beeeteeetteetbeetteeteeeteeeteeeteeeaaeeareens 150 pl
APS 10 %0] cuveeerieieeieesieeette st ete ettt ettt et et e s b e e st e esb e e b e e s taestaeetbeerbeerbeesbees bt etbeesbeesbeesrearreenres 150 ul
TEMED.......oootiitieieiii ettt ettt ettt e st st e et e b e eteesbesbeestesse e st essesseassasseessesseeseesbeeseassenbeereensenbeeseenes 15 ul

Reagenzien der Reihenfolge nach pipettieren, nach TEMED-Zugabe gut mischen und sofort die
Gele gieBBen, Gele mit H,O {iberschichten; Polymerisationsdauer: 10-15 min

Sammelgel [3 % Acrylamid / Bisacrylamid] (Mengen fiir 2 kleine Gele)
HoO . et ettt e et e e b e e bt e e tbe e bt e etbe e e bt e etbeeanbeeetaeetaaeanreenn 3,05 ml

PUffer fUr TIENNZEL ....ccviiiiiiieie ettt s a e e be et e et e esbe e taessbessbessseesseesseas 1,2 ml
Monomer (Rotiphorese Gel 30) [30 %0] ..ccververeiieeiieiieiiereesieseeeie e esteesieeseeseesnresnseenseesseenseas 650 pl
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SIS [10 0] cevrreeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e 50 pl
AAPS [10 6] rrevvvee e eeeeeseeeeeeeeeeeeseeeeeeseeeeee e e s e s e e e e e s e e s s e e e e s eeeseneeese e esseeeeeeeeenn 50 pl
TEMED oo oo s e e e e e s e s s s s eeene 10 pl

Reagenzien der Reihenfolge nach pipettieren, nach TEMED-Zugabe gut mischen und sofort die
Gele auf die polymerisierten Trenngele gielen; Polymerisationsdauer: 15-20 min

SDS-PAGE-Ladepuffer (Probenpuffer)

Puffer fiir Sammelgel [0,5 M TTIS] ..cviiciiiiiieiieiiierierterte e ere e ereeteesreesbeeseaessresesesebeesseessaesseas 2,5 ml
SDIS 10 0]« ettt sttt ettt h et h e e h et bt et bt e et et ene et e saeenee b 2 ml
GLYCETOI [99 V0] c-veeeeeeie ettt ettt ettt ettt ettt et e bt e s bt e s et e eateenteebeesseesneeseasneesnnes 1 ml
5 10 0110 i RSP TPRRPS 36¢g
BromphenoIbIai.........cccuiiiiiiiiiicie ettt st e e e b e et et e et e tbeetbeeebeerreenreas 10 mg
DT T ettt ettt ettt ettt e et e e b e be e st ens e e s e es b e se e st et e eseens e st enae s e eneenseeseeneensenreennens 500 mg
HoO e ad 10 ml
Lagerung: aliquotiert bei -20 °C
Elektrophoresepuffer
Stammpuffer fiir Elektrophorese/Blotting [10X]......cccccvveiiiiiiieeiiieriieiiesiesreere e ereesreesreesenesene e 15 ml
SDIS 10 Q0] ettt ettt sttt s h et b e e et et e bt et ae e sttt bt et b e eae et eatesbeennen 1,5 ml
HoO e ad 150 ml
Transferpuffer (Blottingpuffer) [5 % Methanol]
Stammpuffer fiir Elektrophorese/Blotting [10X]......cccoocverieriieniiiiieieeie et 100 ml
= O LTSRS 850 ml
LY 1 0 1o ) TSR P R SPRURR 50 ml
Gelfarbeldsung
Coomassic Blatl G 250 ......cciiviieiieiiiiiecie ettt ettt resve e b e e b e e st essaestaestaeerbeenbeesbeeraeseenseenens 02¢g
IMEETRANOL ...ttt ettt b ettt a et b et be ettt b et bt et et e sbeeate b 90 ml
EISSIZSAUIE ....eeutieiieitie ettt ettt ettt ettt ettt et et et e e s bt e saeesatesaseeabeease e seestesnteenseenseenseeseanseens 20 ml
unter Rithren (mindestens 3 Stunden) 16sen
HoO ettt et b e st b e ettt h et bttt st eaeen ad 200 ml

filtriert, Lagerung: lichtgeschiitzt
Tris Buffered Saline (TBS) [10x]

TIISTHC ..ot e ettt e e e e e e e et e e e eesessee s e eeesssesssaaeeeeeesssssnneanes 160 mM
B 5 TSROSO PP PPPRPRPPPRRPPRIRY 40 mM
INACL . oo e e e ettt e e e e e e e e e e e eeeeeeses e s eeeeeesesaa e aeeeeeeeasaanaaareeesesaaann 1,37 M

pH 7,4 (mit konz. HCI eingestellt); autoklaviert; Lagerung: RT
TBS Tween (TBST)

TBS [T0X] cuteieetie ettt ettt ettt ettt e et e e eete e e et eeeteeeeaaeeebeeeetseeeaseeesseesaseeeseseanseesseeennns 100 ml
HoO e ettt ettt e e et et e ettt e ettt e eteeenareeeraean 900 ml
TWEEIL 20 ..ot e e e e ettt e e e e e e et e e e e e ea e ———tteeeesea i ———reree e e aaraaaeeas 0,5 ml

Lagerung: RT (1 Woche)
Blockingpuffer mit 5 % (w/v) Milchpulver

Lagerung: -20 °C
3,3'-Diaminobenzidin (DAB)-Stammldsung
DAB Tetrahydrochlorid.........cooeeeieeiieiieeeee ettt ettt st st e e 450 mg

P B S ettt b et s bt en e n e et e ettt et e be b et e st e st e st eseesentesenseneeneenes 9 ml
Lagerung: aliquotiert bei -20 °C
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DAB-Substratlésung
P B ettt et ettt st e st st et e et e et e beenaebeeseenbeeseeseensenreennens 29,7 ml
DAB-StamMMIOSUNG......c.uviiiiiiiiiieeiie et eetee ettt et eeteeesebeeestbeessbeeasseessseeessseesssesesssesssseeessesnes 300 pl
(07010 117e] 11 o) s Uc EEUS USSR 1 kl. Spatelspitze (ca. 3 mg)
IMIAAZOL ...t e 1 kl. Spatelspitze (ca.l mg)
HO2 [30 %0 V/V] ettt ettt ettt sttt ettt ettt b e s ee e st e besaa e s e e saessesseenseseessensanseessensenneeneas Sul
Kurz vor Gebrauch hergestellt.

NQOI-AKTIVITAT

Lyselésung
LD =4 170) 0111 SRS 1,6 mg
] D 1 L PSR 116,8 mg
HoO ettt ettt b e bttt b et b ettt sb et b et et 200 ml
Lagerung: RT

Reaktionslsung
TTIS-HCT (0,5 M) ettt ettt et sttt e s ae e e s beesae s e esaensesseensensesseensensessnenns 0,75 ml
TWEEN-20 (1,5 Y0 (V/¥)) 1ottt ettt ettt ettt st st et e b e be e s bt e saeeeaeeenteas 0,1 ml
LSy D N (S 11 OSSPSR 10 pl
AN B ) S (T U 410 USRS 9pul
Glukose 6-phosphat (150 MM ......oiiiiiiiiiiiieeie ettt et eneees 0,1 ml
BISA (7,5 %0 (V/V)) ettt ettt ettt sttt ae et st et e e e ae et e teeneenneeneenes 0,133 ml
Glukose 6-phosphat Dehydrogenase (1000 U/0,3 mMl)......ccccvevieriieiiieiieiieeie et 9 ul
11 1 L OO O OO O U OO P PO UUPTRUPROROPPRRPPPO 4,5 mg
5 O L USSR 13,883 ml
MeNAdion (50 MM .....cuiiiiiiiiiieciecte ettt e s r e e b e esb e e taestaestaessbessseesseessaessaessbesssearaesraean 15 ul
Kurz vor Gebrauch hergestellt.

Stoplésung
Kaliumphosphat (5 MM)......c.ooiiiiieiieniecieeie ettt reeteestee st essaessbesnseensaesseeseensens 3,8 ml
Dicumarol (0,3 MM ..ccuiiiiiiiiiiieciee ettt e sttt e et e s b e e e etae e ere e e baeesabeeebeeeraeeeraeenns 0,2 ml
Lagerung: RT

MULTIPLEX-PCR / RT-PCR

Tris-Acetat EDTA (TAE)-Puffer [50x]
LIS ettt ettt et ettt e et e e et e e ta e e etb e e e teeeebeeeabeeeabeeetaeeaabae e tbe e tbeaabeeeatbeeeabeeataeearseeeraeenns 2M
EDT A ettt ettt et e et e et e e bt e n e et e st et e eheen e e beene et e en e et e teentetebeentense e 50 mM
ESSIZSAUIE ....vvivieiieiieeie ettt et e st e st e et e et eteesteestaessbeenseesseesaesseesssessseanseansaesseesseessnesssenns 5,72 % (v/v)
pH 8,3 (mit 1IN NaOH oder Essigséure eingestellt); Lagerung: RT

TAE-Puffer [1x]
TAE-PUITEL [S0X]..utiiiiiieeiie ettt et ettt e e et e e s be e ebeeeeaveeetbeessseeenraeenrseennneas 20 ml
= O LU 980 ml
pH 8,3; Lagerung: RT

Dimethylpyrocarbonat (DMPC)-Lésung [1% (v/V)]
Ethanol @bSOIUL ........c.oouieiii ettt ettt ettt e e 495 ml
HoO ettt bttt b e bttt e b e et h ettt sh et e bt et et e 495 ml
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DMPC-Wasser
DMPC-LOSUNZ [T Y0] 1 euttteeiiieeiteeeite ettt ettt ettt e st e st e s sat e st e e bt e e sabeesbeeesabeeens 100 ml
= O LTSRS 900 ml

30 min bei RT inkubiert; autoklaviert; Lagerung: RT
4-Morpholinpropansulfonsaure (MOPS)-Puffer (10x)

1Y (0 ) S SRR 41,86 g
D B AN v | 4,102 g
NAEDTA ...ttt e e et e e et e e e et e e s ettt e e seaaaeeeseaaeeeseaaeesseaaeeeeas 3722 g
DIMPCHO ..o et e e et e e e e et e et e s ettt e et e e e e et e e e e e atr e e s aataes ad 11

pH 7,0 (mit Essigsdure oder IN NaOH eingestellt); autoklaviert; Lagerung: RT
MOPS-Puffer (1x)

MOPS-PUTTET (10X). 0.ttt ettt st sr et 10 % (v/v)
mit DMPC-H,O0 verdiinnt; Lagerung: RT

Lithiumchlorid-L6sung

mit DMPC-H,0 hergestellt, Lagerung: RT
RNA-Auftragspuffer (Stammldsung)

Bromphenolblatl...........cooiiiiiieeeeee ettt 0,07 % (w/v)
T 1 USSP 7 % (W/v)
L€ N1 4 1 H TP PR 33 % (v/v)
RNA-Auftragspuffer (Gebrauchslosung)
IMOPS-PUTTET (10X)...eneeeeeeieeieeeste ettt ettt ettt ettt et sttt e ae e st et e e st et e sbeeneensesseeneensens 3,6 ul
FOrmaldehyd [37,6 Z0] ..veeveeieeiieerieesieeeie sttt et ettt et eseaesseesbaeteesseesaaesssesnseenseenseesseesssensenns 6,4 ul
FOTMAMIA.....ciiiiiiieiee ettt ettt ettt e st e st eeabeenbeenbeebeesseesseesanesnseens 18 ul
RNA-Auftragspuffer (StammlOSUNG) ..........ccvvevieiiieiiieiieiieseesee e sreere e esreestaessreseressreesseesseesens 4 ul
Ethidiumbromid-Losung [10 ME/MI]......ccceviiiiiiiiieiierienie ettt sre e ere e eseseensaennees 0,2 pl
Kurz vor Gebrauch hergestellt.
Agarosen
Agarose I IXTAE ....oooii ettt 1 % bzw. 2 % (w/v)
Agarose in IXIMOPS ...ttt ettt 1,5 % (w/v)

FLUORESZENZFARBSTOFFE

DAPI-Stammldsung (3mM)

IMEEERANION ...ttt b e sttt e bttt e bt e bt e s a e e at e e bt enbeente e beenbee s 10 ml
Lagerung: dunkel bei —20°C, Gebrauchslosung (20 uM) direkt vor Gebrauch herstellen

Tris-EDTA-Puffer

TIISTHC ..ottt ettt e e e e e e e e et e eeesseaseeaaeeeeeesseessaaeeeeesssanaanes 10 mmol/l
DT A ettt ettt e e e e e ettt e e e e e r e ————teee e e e e e ———aeeeeesaa e ——areeeeeaaaas 1 mmol/l
PH 8.0, autoklaviert

DABCO-Antifade
DIABCO et e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e —————eeeeeaaar——————eeeaaar——————s 25¢g
IS E D T A PUTTET ... seesessesaaesasesssssssssssassnsananannn 50 ml
GLYCETOL ..ttt ettt ettt e et e et et e et e st b e e sbeesbeessaessaessaessaessseesseasseasssessessseassenssanseens 50 ml

Lagerung: dunkel bei —20°C
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SYBRGreen-Gebrauchslésung

SYBRGIEEN (10.000X).....0ccciuriiiriieiiiieiiie ettt eeteeeteeeeteeeteeeteeesseeesaaeesaseessesesssesssesessseessesesseeanes 10 pl
DABCO ANLIFAAL ...ttt ettt e sh e st e st s be bt e sbe e bt e saeesaeenbeens 10 ml
Lagerung: dunkel bei —20°C

COMET-ASSAY

Lyselésung (Stammlésung)

0\ USRS RRR 2,5M
NAEDTA oottt 100 mM
TTES ettt et a ettt et b e bbbttt e bt bt e b e e beeeaees 10 mM
pH 10 (mit 1N NaOH eingestellt)

Na-LaUuroyISArCOSINAL. ... ..ccviervieriiertieiieeiteeteesteestestesresreasseesseesseesseesssessseesseesseesssesssesssessseessesssenns 10g

steril filtriert; Lagerung: RT

Lyselésung (Gebrauchslosung)

LySe-StammMIGSUINE .....ccveevvieriieiiieiieetieteeieesieesieesteseresaeebeessaessaesssesssessseasseesseesseesssesssesssessseenns 356 ml
DIMSO ..ottt ettt et ettt ettt e et e e te et e b e e ra et e ent et e st e s s e ebe e st e beeseenseeseentensenreensentens 40 ml
TTIEON Xm0 .ottt ettt et ettt et e b e b e e e bt e eat e e st e embeenbeesbeesbeebeanneesaeas 4 ml
Gebrauchslosung jeweils frisch angesetzt und bis zum Gebrauch bei 4°C aufbewahrt.
Elektrophoresepuffer

INAOH [10 N ettt ettt ettt ettt ettt e et et e et e ea e e bt eae e teene e sesbeemee st eneenseeneaneenseses 60 ml
NaEDTA [200 MMI..cititiitietiitisieete ettt ettt sttt sttt es et besbessenseneeneens 10 ml
HaO ettt b e ettt e bt e s e b e e nten b e st en b e be e st enbeeseenseeseentensenreensensens ad 21

pH 13; Gebrauchslosung frisch angesetzt und bis zum Gebrauch bei 4°C aufbewahrt.

Neutralisationspuffer

e T o 7 TSR 04 M
pH 7,5 (mit konzentrierter HCI eingestellt); steril filtriert; Lagerung: RT

Agarosen
LMA (Sea Plaque GTG AZAT0SE).....cecueeueeriereieieeiieieieeteeeesteeiteiesteeeeseesaeeeesseeeessesseeneens 0,7 % (W/v)
NMA (SEAKEM HGT AZAT0SE)....ccueeuteeiruieieiieiieiesieeieentesteeitenieeiteeesseeteseesseesaestesaeeneens 0,5 % (w/v)
in PBS hergestellt

Mess- und Auswertungssoftware

AIDA Image Analyzer Fujifilm tiber Raytest, Straubenhardt

CaryWin UV Bio 2.0 Varian Deutschland GmbH, Darmstadt

Chromas 2 version 2.3 http://www.technelysium.com.au

KOMET 4.0 Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK

EasyWin Curve Fitting V 4.0a Tecan AG, Crailsheim

GraphPad PRISM® 2.0 und 3.02 GraphPad Software, San Diego, USA

Meta View Imaging Software Visitron Systems GmbH, Puchheim

Microsoft Office Microsoft Corporation, USA

X-Fluor Tecan AG, Crailsheim

Quantity One Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
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ANHANG I1: TABELLEN UND ABBILDUNGEN
Tabelle 9.1: Verwendete GST Primersequenzen und ihre Produktgrofe
Primer Sequenz Produkt
GSTA1  forward 5’-agc cca agc tcc act act tca atg c-3° 515 bp
reverse 5’-gat aag act gga gtc aag ctc ctc g-3’
GSTA2  forward 5’-gcc caa gct cea cta ctc caa tat-3” 514 bp
reverse 5’-aat aag gct aga gtc aag ctc ttc c-3°
GSTA4  forward 5’-ccg gat gga gtc cgt gag atg g-3’ 579 bp
reverse 5’-gga ggc tte ttc ttg ctg cca gg-3’
GSTM1  forward 5’-gaa ctc cct gaa aag cta aag c-3” 215 bp
reverse 5’-ctt ggg ctc aaa tat acg gtg g-3’
GSTM2  forward 5’-agc cgt atg cag ctg gcc aaa c-3’ 247 bp
reverse 5’-caa atc ggg aga tga agt cct tc-3’
GSTP1 forward 5’-acc cca ggg ctc tat ggg aa-3’ 176 bp
reverse 5’-tga ggg cac aag aag ccc ct-3’
GSTT1 forward 5’-ctg gag ctc tac ctg gac ctg c-3’ 310 bp
reverse 5’-gag tcg tgt get gee atg cca g-3°
GSTT2 forward 5’-ggt gga acg caa cag gac tgc c-3’ 312 bp
reverse 5’-gcc tga tag gec tet ggt gag g-37
B-actin forward 5’-gct cgt cgt cga caa cgg cte-3” 337 bp
reverse 5’-tgg gtc atc ttc tcg cgg ttg g-3°
Tabelle 9.2: Primersequenzen zum Nachweis des hGSTM1- und hGSTT1-Genotypes
Primer Sequenz Produkt
GSTM1  forward 5’-gaa ctc cct gaa aag cta aag c-3° 215bp
reverse 5’-gtt ggg ctc aaa tat acg gtg g-3’
GSTT1 forward 5’-ttc ctt act ggt cct cac act tc-3” 480 bp
reverse 5’-tca ccg gat cat ggc cag ca-3’
B-Globin forward 5’-caa ctt cat cca cgt tca cc-3” 268 bp
reverse 5’-gaa gag cca agg aca ggt ac-3’
Tabelle 9.3: Primersequenzen zum Nachweis des hGSTP1 Polymorphismus
Primer Sequenz Produkt
GSTP1 forward 5’-acc cca ggg ctc tat ggg aa-3’ 176 bp
reverse 5’-tga ggg cac aag aag ccc ct-3”
B-Globin  forward 5’-caa ctt cat cca cgt tca cc-3’ 268 bp
reverse 5’-gaa gag cca agg aca ggt ac-3’
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Tabelle 9.4: Ubersicht der auf den cDNA Arrays enthaltenen Gengruppen

Human Drug Metabolism Gene Array (HS11)

Phase I Metabolizing Enzymes
Phase II Metabolizing Enzymes

Drug Transporters

P450 Gene Family

Acetyltransferases, Epoxidhydrolases, Glutathione S-Transferases,
Methyltransferases, Sulfotransferases, UDP Glycosyltransferases

Metallothionines, P-Glycoprotein Family

Human Stress & Toxicity PathwayFinder Gene Array (HS12)

Proliferation
Growth Arrest / Senescence
Inflammation

Necrosis / Apoptosis

Oxidative & Metabolic Stress, Heating Stress, DNA damage & Repair,
Apoptosis Signalling

Tabelle 9.5: Verwendete Primersequenzen fiir die real-time RT-PCR

Primer und Sonden

Sequenz Produkt

GSTA4 forward

5’-gga tct gct gga act gcet tat cat-3’ 85 bp

reverse 5’-tgt ccg tga ccc ctt aaa atc tt-3”
Sonde 5’-cct ttc tta aaa cca gat gat cag caa aag gaa g-3’

GSTP1 forward 5’-ctc act cca agc cte ctg cct at-3” 135 bp
reverse 5’-cag gat ggt att gga ctg gta cag-3’
Sonde 5’-tcc cca agt tcc agg acg gag acc t-3°

NQO1 forward 5’-atc gta ctg gct cac tca gag a-3’ 127 bp
reverse 5’-tgg gat tga agt tca tgg cat aga-3”
Sonde 5’-cga ctc cac cac ctc cca tec ttt ctt ctt-3”




Anhang XLVI

Zu 4.1: Charakterisierung der humanen Mammazelllinien

b 2 deix)
AL W)

X

Abbildung 9.2: Karyogramm der MCF-7 Zelllinie
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Zu 4.2: Unteruchungen zur Phytoestrogen-Wirkung in Mammazellen unterschiedlichen

Transformationsgrades

Tabelle 9.6: Signifikante Modulation des Brustzellwachstums (DAPI)

Substanz MCF-10A MCF-7
t24 t48 t72 24 t48 t72

Isoflavone

GEN 20-80 uM ¥ 20-80uM iy 10-80puM Y 1ouM T 0,1-1ouM T 0,120 uM T
80 uM

DHGEN 40-80 uM 4 80 uM <  40-80 uM | - 5-10 uM T 8o uM T

6-OH-O-DMA 80 uM ¥ 80 uM 80 uM ] - 1020uM T 1020 uM T

DAI 80 uM | 80 uM 80 uM || - 5uMT 1-touM T

DHDAI - - . - 520,80uM T -

O-DMA 80 uM 80 uM 80 uM j 520uM T 5,20uM T

EQU 20-80 uM 4 20-80 uM 4 40-80 uM ] - 1uM T o1-10uM T
80 uM 4 80 uM ¥

S-EQU - 50 uM ¥ . - - 0l40pM 7T

Mix (EQU) 10-50 pM 4 10-50 M4 10-50 uM ] - 0,120uM T 0,1-40 pM T

Mix (S-EQU) 10-50 uM 4 10-50 uM 4 20-50 uM ] - 0,1-5uMT  120uM 7T

Lignane

ENL 80 uM ¥ - 80 uM ] - 1opM?T  540pM T
80 uM 4 80 uM ¥

END 80 uM | - 80 uM || - - -

Estrogene

E2 20-80 uM 4 20-80 uM 4 20-80 uM ] 1uM T 1uM T

40-80 uM 4 20-80 uM 4 20-80 uM 1
2-OH-E2 10-80 uM 4 5-80uM {580 uM Y| 5-80 uM | 5-80uM iy  1-80 uM {
4-OH-E2 580 MY 10-80 uM {  20-80 uM | 40-80 uM L 20-80 uM 4 20-80 uM 4

T, Wachstumserhéhung; l, Wachstumsverminderung; -, kein Effekt.
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Tabelle 9.7: Ermittelte ECsy-Konzentrationen (uM) fiir die Testsubstanzen in MCF-10A und MCF-7
Zellen

Substanz MCF-10A MCF-7

124 148 t72 t24 148 t72
Isoflavone
GEN 37 35 16 - - -
GEN (FCS) n.b. n.b. n.b. - 71 68
DHGEN - 73 53 - - -
6-OH-O-DMA - - 80 - - -
DAI - - - - - -
DAI (FCS) n.b. n.b. n.b. - - -
DHDAI - - - - - -
O-DMA - - - - - -
EQU - 45 42 - - -
S-EQU - - - - - -
Mix (EQU) 50 42 33 - - -
Mix (S-EQU) - - - - - -
Lignane
ENL - - - - 24 16
ENL (FCS) n.b. n.b. n.b. - - -
END - - - - - 79
END (FCS) n.b. n.b. n.b. - - -
Estrogene
E2 58 43 34 - 34 29
2-OH-E2 12 17 10 24 5 3
4-OH-E2 20 17 22 55 28 32

-, ECsq nicht erreicht; n.b. nicht bestimmt.
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Abbildung 9.3: Zellquantifizierung Uber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-10A und MCF-7
nach Inkubation mit EQU und S-EQU nach 48 h und 72 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n > 3 (MCF-10A), n > 3
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way-ANOVA mit Bonferroni Posttest.
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Abbildung 9.4: Zellquantifizierung Uber die Bestimmung des DNA-Gehaltes in MCF-7 nach Inkubation
mit GEN, DAI, ENL und END in FCS-haltigen Medium nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW + SD, n = 4 (GEN), n = 3 (DAI),
n =3 (ENL), n =4 (END), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way-ANOVA mit Bonferroni Posttest.
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Tabelle 9.8: Signifikante Modulation des Brustzellwachstums (BrdU)

Substanz MCF-10A MCF-7

t24 t48 t72 t24 t48 t72
Isoflavone
GEN 10-80 uM 4 20-80 uM 4 - 40-80 uyM 4 40-80 uM 4 40-80 uM |
EQU 20-80 uM 4 40-80 uM L - 40-80 uyM 4 10-80 uM Y 5-80 uM |
Estrogene
E2 20-80 uM 4 20-80uM Y 80pM Y 20-80uM I 10-80 pM Y 1-80 uM L

-, kein Effekt; J/, Wachstumsverminderung.

GEN EQU
--m- MCF-10A —— MCF-7 --®- MCF-10A —— MCF-7

175+ 175+

[ e =

o N

o U O

1 1 1
*
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Abbildung 9.5: BrdU-Einbau als MaR fiir die DNA-Synthese in MCF-10A und MCF-7 nach Inkubation
mit GEN, EQU und E2 nach 48 h

Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW = SD, n = 3 (MCF-10A), n > 3
(MCF-7), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way-ANOV A mit Bonferroni Posttest.
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Abbildung 9.6: Mitochondriale Aktivitat in MCF-7 nach Inkubation mit Isoflavonen und Mix(EQU) nach
48 h

Die Ergebnisse sind als das Verhiltnis von metabolischer Aktivitdt zum DNA-Gehalt dargestellt, MW + SD,
n 2> 3 (Isoflavone und Mix(EQU)), *p<0,05, **p<0,01, signifikant in One-way ANOV A mit Dunnett’s Post Test.
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Zu 4.3: Untersuchungen zur Genotoxizitat potenzieller Brustkrebs-Risikofaktoren in

humanen Mammazellen

200 4
OihO4nh W 24n
150 4

100 -

50 -

DNA-Schadigung (% der Kontrolle)

Kontrolle 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
E2 (M)

Abbildung 9.7: Induktion von DNA-Schaden in MCF-7 Zellen nach Inkubation mit E2 nach 1 h,4 h, 24 h
Die Ergebnisse sind relativ zur jeweiligen Kontrolle (=100 %) dargestellt, MW £ SD, n = 3.



Anhang LIII

Zu 4.4: Differenzielle Expression Fremdstoff-metabolisierender und oxidativer Stress-

assoziierter Enzymsysteme

hGSTAI hGSTA2 hGSTA4

500 bp
300 bp
200 bp

500 bp
300 bp
200 bp

Abbildung 9.8: PCR-Analyse zum Nachweis der Basalexpression der zytosolischen GSTs in MCF-10A

und MCF-7

Es wurde mRNA von MCF-10A (Spur 3) und MCF-7 (Spur 4) Zellen untersucht. Zum Langenvergleich diente
eine 100 bp-DNA-Leiter (Spur 5), als Negativkontrolle H,O (Spur 1) und als Positivkontrolle die mRNA von
HT29 Zellen (Spur 2). Als interne Kontrolle wurde das Gen fiir B-Aktin mit amplifiziert. Die Proben wurden in
einem Agarose-Gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

500bp GSTT1 (480 bp)

300 bp
B-Globin (268 bp)

200bp GSTM1 (215 bp)

DNA- NK PK MCF-10A MCF-7
Leiter T1+ T1- T+
(100 bp) M1+ M1+ M1+

Abbildung 9.9: PCR-Analyse zum Nachweis des hGSTM1 und hGSTT1

Es wurde chromosomale DNA von MCF-10A und MCF-7 untersucht. Als interne Kontrolle wurde das Gen fiir
B-Globin mit amplifiziert. Zum Léngenvergleich diente eine 100 bp-DNA-Leiter, als Negativkontrolle (NK)
wurde dd H,O und als Positivkontrolle (PK) DNA von HT29 Kolonzellen eingesetzt. Die Proben wurden in 2 %
Agarose aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.



Anhang LIV

500 bp

300 bp
200 bp
176 bp
100 bp 91 bp
85 bp

DNA- MCF-10A MCF-7 PK
Leiter
(100 bp)

Abbildung 9.10: Restriktionsanalyse eines PCR-amplifizierten DNA-Fragments des hGSTP1 Gens

Es wurde chromosomale DNA von MCF-10A und MCF-7 untersucht. Zum Langenvergleich diente eine 100 bp-
DNA-Leiter, als Positivkontrolle (PK) wurde DNA von LT97 Kolonzellen eingesetzt. Die Proben wurden in 2 %
Agarose aufgetrennt und mit Ethidiumbromid gefarbt.

Standard  MCF-10A MCF-7

Al/2 |

Ad-4 | nv.

v T

Pl-] | — —

Abbildung 9.11: Beispielblots fiir den biochemischen Nachweis der Isoenzyme hGSTA1/2, hGSTA4-4,
hGSTM1/2, hGSTP1-1 in MCF-10A und MCF-7

n.v., Standard nicht verfiigbar



Anhang

LV

zu 4.5: Modulation Fremdstoff-metabolisierender und oxidativer Stress-assoziierter

Enzymsysteme durch Phytoestrogene in humanen Mammazellen
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Genistein Equol

Enterolacton Estradio
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0 1 1030 0 1 1030 0 11030 0001

Genistein Equol Enterolacton Estradiol
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Abbildung 9.12: Induktion der GST-Aktivitat auf der Basis des zytosolischen Proteingehaltes in MCF-
10A und MCF-7 nach 48-stiindiger Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2

Angaben in MW + SD, n = 3-4.
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Abbildung 9.13: Modulation der hGSTP1-1 Proteinexpression auf der Basis des zytosolischen
Proteingehaltes in MCF-10A nach 48-stiindiger Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2

Angaben als MW £ SD, n = 3-5.
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Abbildung 9.14: Modulation der hGSTA4-4 Proteinexpression in MCF-10A und MCF-7 nach 48-
stindiger Inkubation mit GEN, EQU, ENL und E2
Angaben als MW £ SD, n = 3-5.
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Genistein protects human mammary epithelial cells from benzo(a)pyrene-7,8-
dihydrodiol-9,10-epoxide and 4-hydroxy-2-nonenal genotoxicity by modulating the

glutathione/glutathione S-transferase system

Claudia Steinerl, Wilbert H.M. Petersz, Evan P. Gallagher3, Pamela Magee4, Ian Rowland4,

*
Beatrice L. Pool-Zobel "

Epidemiological studies have shown that ingestion of isoflavone-rich soy products is
associated with a reduced risk for the development of breast cancer. In the present study, we
investigated the hypothesis that genistein modulates the expression of glutathione S-
transferases (GSTs) in human breast cells, thus conferring protection towards genotoxic
carcinogens which are GST substrates. Our approach was to use human mammary cell lines
MCF-10A and MCF-7 as models for non-neoplastic and neoplastic epithelial breast cells,
respectively. MCF-10A cells expressed hGSTA1/2, hGSTA4-4, hGSTM1-1 and hGSTP1-1
proteins, but not hGSTM2-2. In contrast, MCF-7 cells only marginally expressed hGSTA1/2,
hGSTA4-4 and hGSTM1-1. Concordant to the protein expression, the /GSTA4 and hGSTP1
mRNA expression was higher in the non-neoplastic cell line. Exposure to genistein
significantly increased AGSTPI mRNA (2.3-fold), hGSTPI-1 protein levels (3.1-fold), GST
catalytic activity (4.7-fold) and intracellular glutathione concentrations (1.4-fold) in MCF-
10A cells, whereas no effects were observed on GST expression or glutathione concentrations
in MCF-7 cells. Preincubation of MCF-10A cells with genistein decreased the extent of DNA
damage by 4-hydroxy-2-nonenal (150 uM) and benzo(a)pyrene-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxide
(50 uM), compounds readily detoxified by hGSTA4-4 and hGSTPI1-1. In conclusion,
genistein pretreatment protects non-neoplastic mammary cells from certain carcinogens that
are detoxified by GSTs, suggesting that dietary-mediated induction of GSTs may be a
mechanism contributing to prevention against genotoxic-injury in the etiology of breast

cancer.



Genistein enhances expression of NAD(P)H: quinone oxidoreductase in mammary

epithelial cells: a possible mechanism of dietary breast cancer chemoprevention

Claudia Steiner', Pamela Mageez, lan Rowlandz, Beatrice L. Pool-Zobel "

Genistein, a major phytoestrogen, may reduce risks for developing breast cancer. A potential
mechanism of cancer chemoprotection is the induction of detoxifying phase II-enzymes, such
as NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (NQO1). NQO1 detoxifies carcinogenic quinones
arising from estrogen-metabolism, a potential risk factor for breast cancer. The present study
examined whether genistein induces the expression of NQO1 in mammary cells and thus
contributes to chemoprevention. We used the human mammary cell lines MCF-10A and
MCF-7 as models for non-neoplastic and neoplastic epithelial cells, respectively. Following
genistein treatment cellular NQOI1 expression on mRNA, protein and activity levels was
assessed and protection against menadione-induced genotoxicity was evaluated. Both cell
lines express hNQO1 with a 3-fold higher steady-state mRNA expression in MCF-7 than
MCF-10A cells. Exposure to genistein (48 h) significantly increased ANQOI mRNA (30 uM,
2.0-fold), protein expression (30 uM, 3.4-fold) and NQO1 activity (10 uM, 30 uM, 1.5-fold)
in primary-like MCF-10A cells, whereas no effects were observed on NQO1-1 expression or
activity in MCF-7 cells. Preincubation of MCF-10A, but not MCF-7 cells, with genistein
suppressed menadione-induced DNA damage. In conclusion, genistein treatment protects
non-neoplastic mammary cells from genotoxic actions of menadione by enhancing NQO1
detoxification system. This suggest that dietary-mediated induction of NQOI1 may be a
mechanism contributing to prevention against reactive quinone related breast cancer in

humans.



Isoflavones and their bacterial metabolites modulate growth of dysplastic mammary
epithelial cells MCF-10A differently than in tumorigenic MCF-7 cells

Claudia Steiner', Corinna E. Riifer?, Sabine E. Kulling3, Kristiina Wéhéiléi4, Beatrice L. Pool-
Zobel *

The soy isoflavones, genistein and daidzein, are transformed by the colonic microflora to
metabolites with biological activities. Genistein is converted to dihydrogenistein and
subsequently to 6-hydroxy-O-desmethylangolensin, whereas daidzein is reduced to
dihydrodaidzein and further metabolized to O-desmethylangolensin and equol. In this study,
biological effects of these metabolites were compared for the first time with effects of parent
compounds using non-tumorigenic MCF-10A and tumorigenic MCF-7 breast cells. Cell
growth and metabolic activity were studied using fluorometric and colorimetric assays.
Cellular uptake of genistein was measured using high-performance liquid chromatography
(HPLC).

Genistein markedly decreased growth of primary-like estrogen receptor negative (ER(-))
MCF-10A cells at concentrations > 20 uM and increased growth of tumorigenic ER positive
(ER(+)) MCF-7 cells at low concentrations (0.1-20 uM). However, the bacterial metabolites
of genistein modulated growth to a lesser extent compared to the parent compound. Daidzein-
related compounds had similar patterns of responses, for this group the metabolite equol was
the most active. Genistein (10 uM, 24 hours) was absorbed to a higher degree by MCF-10A
than by MCF-7 cells, resulting in intracellular concentrations of 195 uM and 37 uM,
respectively. The intracellular uptake was associated with a reduced metabolic activity in
MCF-10A but not in MCF-7 cells.

In summary, genistein treatment of ER(-) MCF-10A cells resulted in high cellular
concentrations that were associated with impaired metabolic activity and inhibition of cell
growth. In contrast, ER(+) MCF-7 cells absorbed genistein to a lesser degree and were
stimulated to grow at low concentrations, confirming ER dependent mechanisms for action.
Thus, individual bacterial metabolites of genistein show biological activities to a lesser extent
than the parent compound, whereas those of daidzein, namely equol, exert higher activities.
Depending on the type of target cells, soy isoflavones result in biological effects which either

indicate mechanisms of chemoprotection or of enhanced tumor progression.
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