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Zusammenfassung

Xenoodstrogene sind anthropogene, chemische Verbindungen mit dstrogenartiger Wirkung.
Sie konnen tiber verschiedene Mechanismen auf das humane endokrine System einwirken.
Oft treten Wechselwirkungen der Stoffe mit korpereigenen Hormonrezeptoren auf. Der
Einfluss von Xenoostrogenen auf die Pathogenese des Mammakarzinoms ist unklar.
Methodik: Durchgefiihrt wurde ein systematischer Review publizierter Arbeiten zu
Xenoodstrogenen und Mammakarzinom in PubMed mit dem Ziel, die derzeitige Evidenz zu
diesem Thema darzustellen und Schlussfolgerungen fiir die Forschung zu ziehen.
Ergebnisse: Die derzeitige Evidenz zeigt: (i) Xenodstrogene konnen, aber miissen nicht an
Ostrogenrezeptoren der weiblichen Brust binden, um eine dstrogenartige Wirkung in dieser
auszuiiben. Sie konnen unter anderem zu einer ligand-unabhingigen Aktivierung des
Ostrogenrezeptors  filhren, den Ostrogenmetabolismus beeinflussen, aber auch
Ostrogenrezeptor unabhiingig wirken. Einige nehmen auch Einfluss auf den Progesteron-,
den Androgen- und den Aryl hydrocarbon Rezeptor bzw. Rezeptorpathway. (ii) Wirkungen
von Xenodstrogenen auf die weibliche Brustdriise kdnnten vom Zeitpunkt der Exposition
abhingig sein. Vor allem wéhrend der prianatalen und peripubertdiren Mammogenese kann
es zu einer durch Xenoostrogene modifizierten Stérung der normalen Brustentwicklung
kommen, was spiter die Suszeptibilitit gegeniiber anderen Karzinogenen (,,second-hit*)
verdndern konnte. (iii) Durch die Umwelt kommt es nicht zur Exposition von Menschen mit
einzelnen Xenoostrogenen, sondern zur Exposition mit komplexen Gemischen aus
verschiedenen Chemikalien. Wenig beforscht sind Wechselwirkungen von verschiedenen
Xenoostrogenen in Gemischen und wie bzw. ob sie die mammire Karzinogenese
beeinflussen. Bindre Gemische scheinen groftenteils additiv in vitro zu wirken. Bereits
geringe Verdnderungen in der Zusammensetzung von Gemischen konnen zu veridnderten
Effekten der jeweiligen Mixtur fiihren.

Schlussfolgerung: Es gibt wissenschaftliche Evidenz, dass Exposition mit Xenodstrogenen
ein Faktor in der Pathogenese des Mammakarzinoms ist. Im Detail besteht jedoch
nachhaltiger Forschungsbedarf. Geeignete Forschungsansidtze mit Beriicksichtigung
zeitlicher und anderer Ko-Faktoren der Wirkung von Xenodstrogenen auf die weibliche
Brustdriise, kdnnten zu neuen Erkenntnissen der Bedeutung dieser potentiellen exogenen
Karzinogene fithren. Themen zukiinftiger Forschung sind unter anderem der
Expositionszeitpunkt und die potentiellen Zeitfenster der erhdhten Suszeptibilitit gegentiber
Xenoostrogenen in der Brustentwicklung. Des Weiteren die Interaktionen verschiedener

Rezeptorpathways, iiber die Xenodstrogene einzeln und in Gemischen agonistisch bzw.
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antagonistisch wirken. Sowie der Einfluss dieser Interaktionen auf die Pathogenese des

Mammakarzinoms.
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Abstract

Xenoestrogens are anthropogenic compounds with estrogen-like effects. They influence the
human endocrine system through different mechanisms and often interact with endogenous
hormone receptors. It is unclear whether xenoestrogens influence the pathogenesis of breast
cancer.

Methods: A systematic review of papers published on the subject of xenoestrogens and
breast cancer was conducted on PubMed, with the goal to portray the current evidence in
this field and to draw conclusions for further research.

Results: Current evidence shows: (i) To have an estrogen-like effect, xenoestrogens can but
don’t have to bind to the estrogen receptor. Among other things, they can activate the
receptor through the ligand-independent pathway, influence the estrogen metabolism and
can also have estrogen receptor independent effects. They can also bind or mediate effects
through other receptors or receptor pathways like the androgen-, the aryl hydrocarbon-, or
the progesterone receptor. (ii) The effect of xenoestrogens could depend on the timing of
exposure. Especially during prenatal and peripubertal mammogenesis, a xenoestrogen-
induced disruption of normal breast development could alter the breast’s susceptibility
towards chemical carcinogens (“second hit”). (iii) The environment does not expose humans
to single xenoestrogens, but rather to complex mixtures of different chemicals. Research is
still needed about how mixtures of xenoestrogens interact with each other and how or if they
influence breast carcinogenesis. Binary mixtures seem to mostly exert additive estrogenic
effects in vitro. Already small changes in the composition of a mixture can lead to different
effects.

Conclusion: Scientific evidence shows that xenoestrogens are a factor that influences the
pathogenesis of breast cancer, but further in detail research is still necessary. Dedicated
research approaches that take timing of exposure and other co-factors of xenoestrogen
impact on the female mammary glands into account could lead to new insights. Subjects of
further research are among others timing of exposure and timeframes of heightened
susceptibility towards xenoestrogens during mammogenesis. Furthermore, the interactions
of different receptor pathways, which xenoestrogenes alone or in mixtures influence trough
agonism or antagonism, and the significance of these interactions in breast cancer

pathogenesis.
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1 Einleitung

1.1 Brustkrebs

25 % aller Krebserkrankungen sind Mammakarzinome. Brustkrebs ist die hdufigste Krebs-
erkrankung der Frau und die zweithdufigste Krebserkrankung iiberhaupt. Weltweit
erkrankten 2012 geschitzt 1,7 Millionen Frauen neu an Brustkrebs und ca. 521.900 Frauen
verstarben an einem Mammakarzinom. Die Inzidenzraten sind in Westeuropa, Nordeuropa,
Nordamerika, Australien und Neuseeland generell hoch, wéhrend sie in Afrika und Asien

grofitenteils gering sind (Abb. 1) (1).

Estimated age-standardized rates (World) of incident cases, breast cancer, worldwide in 2012

W =654

Abb. 1. Globale Inzidenzverteilung des Mammakarzinoms.

Altersstandardisierte Inzidenzraten des Mammakarzinoms im weltweiten Vergleich 2012 (2).

In den letzten 40-50 Jahren kam es zu einem Anstieg von hormonassoziierten
Krebserkrankungen wie Prostata-, Hoden-, Eierstock-, Schilddriisen- und Brustkrebs (3).

Zwischen den 1970er- und den 1990er-Jahren stieg die Brustkrebsinzidenz in westlichen
Nationen um ca. 30 %. Teilweise konnte dieser Anstieg durch Implementation der
Mammographie als  Screeningverfahren und durch die Verwendung von
Hormonersatztherapien bei postmenopausalen Frauen erkldrt werden (4—6). So kam es in
den Vereinigten Staaten nach Reduktion der Verwendung von Hormonersatztherapien in den

frithen 2000er-Jahren zu einem Abfall der Brustkrebsinzidenz (7).
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Brustkrebsinzidenz in Europa
Inzidenz von Brustkrebs von Frauen (Falle/100.000) in den Jahren 1970 bis 2015 in verschiedenen

europdischen Léndern und der européischen Region der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (8).

Mammakarzinome sind klonale Proliferationen, die aus Zellen mit multiplen genetischen
Aberrationen entstehen. Zur Entwicklung von Brustkrebs direkt beitragende Faktoren
konnen in die Kategorien genetisch, hormonell und umweltbedingt eingeteilt werden. 12 %
aller Mammakarzinome sind hereditir und erstehen durch ein vererbtes, identifizierbares
Gen oder Gene, welche die Suszeptibilitdt fiir Brustkrebs erhohen. Am bedeutendsten sind
hier Mutationen der Tumorsuppressorgene ,,Breast Cancer 1* (BRCAL1), ,,Breast Cancer 2*
(BRCA?2), ,,Checkpoint Kinase 2 (CHEK2) und ,,Tumor Protein 53 (TP53) (9).

Der Grofteil der Mammakarzinome tritt sporadisch (also zufillig) auf. Hierbei stehen alle
wichtigen Risikofaktoren in Zusammenhang mit der Hormonexposition (9). Unterzieht sich
eine Frau vor dem 40. Lebensjahr einer bilateralen Oophorektomie, sinkt ihr Risiko an
Brustkrebs zu erkranken um 75 % (10). Mit steigenden Konzentrationen an endogenen
Ostrogenen im Serum steigt das Risiko postmenopausaler Frauen an einem
Mammakarzinom zu erkranken (11,12). Auch eine postmenopausale Hormonersatztherapie
mit 8strogenhaltigen Monopriparaten und vor allem Kombinationspriparaten aus Ostrogen
und Progestin, fiihrt zu einer erhohten Brustkrebsinzidenz (5,6). Mit steigendem Body-
Mass-Index steigt auch das Brustkrebsrisiko der postmenopausalen Frau. Dieser
Risikoanstieg ist mit einer erhohten Konzentration an bioverfiigbarem Ostradiol (O2)
assoziiert (13). Hohere Ostrogenkonzentrationen modifizieren vermutlich auch das
Brustkrebsrisiko von pramenopausalen Frauen (14,15). Sowohl eine frithe Menarche, als
auch eine spite Menopause erhdhen die Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken (6).

Frauen, die lange stillen sowie Frauen, die friih ein Kind bekommen zeigen hingegen ein
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geringeres Risiko (6,16). So weisen Nullipara im Vergleich zu einer Frau, die im Alter von
20 Jahren ihr erstes Kind bekam, zum Zeitpunkt der Menopause ein 20 % hoheres Risiko
ein Mammakarzinom zu entwickeln auf (6). Ostrogen wirkt als Promoter des
Mammakarzinoms (9).

Durch die Hormonexposition wird das Wachstum der Brust wihrend Schwangerschaft und
Pubertét stimuliert, was zu einer Zunahme von Zellen, aus denen ein Mammakarzinom
entstehen konnte, fiihrt. Auch wéhrend der Menstruationszyklen kommt es zu einer
hormoninduzierten Proliferation von Brustepithelzellen, was eine Akkumulation von DNS-
Schiaden nach sich ziehen kann. Im zweiten Teil des Zyklus konnte es durch fehlerhafte
DNS-Reparatur zur Fixierung dieser Mutationen im Genom kommen. Hormone kdnnen das
Wachstum von malignen oder primalignen Zellen stimulieren sobald diese vorhanden sind.
Zudem konnen sie die Proliferation normaler Stromazellen fordern, die zur
Tumorentwicklung beitragen bzw. diese begiinstigen kdnnten (9).

Das Risiko konnte zudem durch Lebensstil-, Umwelt- und demographische Faktoren
modifiziert werden, bis dato konnten aber keine klaren Assoziationen aufgezeigt werden
(17). Neben endogenen Ostrogenen und anderen etablierten Risikofaktoren konnten auch
Xenoostrogene zu den Risikofaktoren fiir Brustkrebs gehoren (18). Davon leitet sich die
Forschungsfrage dieser Diplomarbeit ab. Sind Xenoostrogene ein Faktor in der Pathogenese

des Mammakarzinoms?

1.2 Xenoostrogene

Xenodstrogene fallen unter den Uberbegriff der endokrinen Disruptoren, fiir die es keine
einheitliche Definition gibt (19).

1) Die,,U.S. Environmental Protection Agency* definiert endokrine Disruptoren als
exogene Wirkstoffe, die mit der Synthese, der Sekretion, dem Transport, dem
Metabolismus, der Bindungsaktion oder der Elimination von natiirlichen/
korpereigenen, im Blut zirkulierenden Hormonen, die fiir Homdostase,

Reproduktion und Entwicklung verantwortlich sind, interferieren (20).

2) Die Européiische Union und die WHO definieren endokrine Disruptoren als
Substanzen oder Substanzgemische, die die Funktion(en) des Endokrinen Systems
verdndern und als Konsequenz gesundheitsschidliche Auswirkungen auf einen

intakten Organismus, dessen Nachkommen oder (Sub)Populationen haben (3,21).




3) Die ,,Endocrine Society* definiert endokrine Disruptoren als exogene Chemikalien
oder Gemisch von Chemikalien, die mit jedwedem Aspekt von hormoneller Wirkung

interferieren (19).

Ziel der Diplomarbeit ist es, den Erkenntnisstand zu Xenodstrogen in Verbindung mit dem
Mammakarzinom darzulegen und dazugehorige Thesen zu entwickeln. Diese Arbeit wird
sich mit Dichlorodiphenyltrichloroethan (DDT) (genauer: o,p'-DDT und p,p'-DDT),
Dichlordiphenyldichlorethen (DDE) (genauer: p,p'-DDE), B-Hexachlorocyclohexan (-
HCH), Hexachlorbenzol (HCB), Dieldrin, Methoxychlor, Endosulfan, Chlordan und
einigen Polychlorierten Biphenylen (PCB(s)) (genauer: IUPAC Nr. 28, 52, 77, 81, 101,
105, 114, 118, 123, 126, 138, 153, 156, 157, 167, 169, 180 und 189)

und ihrem Einfluss auf die Pathogenese des Mammakarzinoms beschéftigen.

1.3 Ostrogen-abhingige Karzinogenese des Mammakarzinoms:

Die dstrogen-abhingige Karzinogenese von Brustkrebs kann in Ostrogenrezeptor (OR)-
abhingig und OR-unabhingig eingeteilt werden (22).

Im Kérper des Menschen zirkulieren hauptsichlich Oz, Ostron (O1) und Ostriol. Dabei ist
O; biologisch am aktivsten. Alle drei sind Steriodhormone, die aus Cholesterol gebildet
werden. Das vorherrschende Ostrogen postmenopausaler Frauen ist Oy, das in peripheren
Geweben synthetisiert wird, wéhrend bei pridmenopausalen Frauen das in den Ovarien
produziertes O, pridominant ist (23). Die normale Brust exprimiert wie andere humane
Gewebe ORs, iiber die O» Proliferation induziert (22,24). Durch die Steigerung der
Zellteilung erhoht sich gleichzeitig die Fehlerwahrscheinlichkeit bei der DNS-Replikation.
Durch die reduzierte Zeit fiir die DNS-Reparatur konnten diese Fehler, z.B. DNS-Addukte
oder Strangbriiche, als Mutationen in der DNS fixiert und an Tochterzellen weitergegeben
werden. Die gesteigerte Zellteilung konnte eine Gemeinsamkeit in der Pathogenese vieler
Krebsarten sein. Sie ist notwendig, um z.B. DNS-Addukte in Mutationen umzuwandeln. Die
Zellteilungsrate scheint in Zusammenhang mit der Menge des nicht reparierten DNS-
Schadens zu stehen (22,25). Durch die Biotransformation von Ostrogenen entstehen
Metaboliten und reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS), die DNS-Schiden und Zellteilung nach
sich ziehen konnen. So kénnten OR-unabhiingige Mechanismen zur Karzinogenese des

Mammakarzinoms beitragen (22,26)
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Abb. 3. OR-abhiingige und OR-unabhiingige Karzinogenese von Brustkrebs.
(Reproduziert von (27) mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) Ein Uberblick iiber die potentiellen

Mechanismen, die zur Entstehung von Mammakarzinomen fiihren konnten (22).

1.3.1.1 Ostrogenrezeptor-abhingige Effekte

Ostrogene binden in Zielgeweben an die zwei Subtypen des Ostrogenrezeptors. Sie werden
Ostrogenrezeptor a (OR-a) und Ostrogenrezeptor B (OR-B) genannt (28,29). Das Gen
,.estrogen receptor locus 1¢“ (ESR1), das fiir den OR-a kodiert, liegt auf Chromosom 6g25.1,
wihrend der ,,estrogen receptor locus 2 (ESR2) fiir den OR B auf Chromosom 14q22-24
zu finden ist. Nach der Translation sind 47 % von OR-B homolog zu OR-a konvertiert, wobei
die Unterschiede je nach Domine groB3 sind. 97 % der DNS-bindenden-Doméne, aber nur
59,1 % der Ligand-bindenden-Domine sind homolog zueinander (30,31). Darauf kann die
unterschiedliche Affinitit verschiedener Liganden zuriickgefiihrt werden (32). Beide
Rezeptoren sind, obwohl sie Steroidrezeptoren sind, fahig Nicht-Steroide zu binden. Dies
wird durch die GroBe der Bindungsstelle erklirt, die ca. zweimal so groB wie Ox selbst ist
(450 A3 vs. 245 A3) (33). Unter anderem wird es so auch mdglich Xenodstrogene zu binden
(34). O bindet mit Zhnlicher Affinitit an beide Rezeptoren, Xeno-und Phytodstrogene
hingegen binden mit unterschiedlicher Affinitdt (32).

Der OR-a und -p gehdren zur Superfamilie der nukledren Rezeptoren. Beide Rezeptoren
bestehen aus einer multifunktionalen Ligand-bindenden-Domine, sowie aus einer DNS-

bindenden-Domiéne. Diese beiden Domédnen sind konserviert. Die Aktivierung der




Transkription l4uft iber die sogenannte Aktivierungs-Funktions-Doméne (AF). Die AF-1 ist
konstitutiv aktiv, wihrend die AF-2 ligand-abhéngig aktiv ist (35).

Um die Funktion von OR-a und OR-p besser zu verstehen, wurden , knock-out* Miuse
entwickelt. Bei OR-a ,.knock-out* Miusen ist die normale Brustentwicklung gestért. Ihr
Ductussystem entwickelt sich nicht richtig. Die Ductale-Elongation bleibt prapubertér, es
werden keine Terminal-Ductus-Lobulus-Einheiten gebildet (36). Beurteilt mittels Laktation
oder Histologie konnten Krege et al. bei OR-B ,,knock-out“ Miusen keine Stérung der
Brustentwicklung feststellen (37). Die Brust von OR-p ,,knock-out* Miusen entwickelt sich
bis zur Pubertét normal. Sie scheint sich aber wihrend der Schwangerschaft und Laktation
nicht vollstindig auszudifferenzieren. Augenscheinlich funktionelles und differenziertes
Gewebe exprimierte den Proliferationsmarker Ki67. Das Brustgewebe von OR-p ,,knock-

out™ Miusen scheint weniger differenziert zu sein als das des Wildtyps (38).

Der OR-a scheint zur Karzinogenese hauptsichlich durch Stimulation der Zellteilung
beizutragen (39). Bocchinfuso et al. konnten anhand von OR-a. ,,knock-out* Miusen, die das
Whnt-1 Onkogen exprimieren, zeigen, dass die Abwesenheit von OR-a die Tumorbildung im
Brustgewebe von Miusen verzdgerte (40). OR-a fiihrt durch vermehrte Expression von
Cyclin D1 und MYC zu Zellproliferation (41-43). Cyclin D1 triigt zur Uberwindung des
G1/S Checkpoints bei. MYC fiihrt zu Zellverdnderungen, die Zellwachstum und anabolen
Metabolismus in der Zelle fordern (44).

Im Gegensatz zum OR-o wirkt der OR-B antiproliferativ und pro-apoptotisch (32). Der OR-
B hemmt die OR-0 induzierte Zellteilung in dstrogen-kompetenten Brustkrebszellen (46). In
Brustkrebszellen (MCF-7) und Mammaepithelzellen (MCF-10A) fiihrt ein ,,Knock-Down*
von OR-B zur Proliferation der Zellen (47). OR-B Aktivierung hemmt das Zellwachstum,
reguliert die Expression von p53, fiihrt zur Downregulation von MYC und verschiedener
Gene, die an der Zellzyklus-Progression beteiligt sind (46—49).

Die Proliferation von Zellen in Folge einer O, Einwirkung konnte das Ergebnis einer
Balance zwischen OR-a und OR-B sein (35). Die Effekte von O, werden durch den OR-a
als primiren Subtyp mediiert. Der OR-B scheint eine wichtige Rolle in der Kontrolle der

mammotrophen Effekte des OR-a zu spielen (50).

Wihrend der Tumorprogression des invasiven Mammakarzinoms kommt es im Vergleich

zum physiologischen Brustgewebe zu einer Abnahme der OR-B Expression (51). Die




gesunde Brustdriise exprimiert mehr OR-f als OR-a. Ca. 10 % der Epithelzellen exprimieren

den OR-o und 80 % den OR-p. Bereits beim duktalen Carcinoma in situ (DCIS) kommt es

zu einer deutlichen Zunahme der OR-0. und Abnahme der OR-p Expression. Beim invasiven

duktalen Karzinom sind nur noch 10 % der Zellen OR-B-positiv (52).

Es gibt verschiedene Wege iiber welche Ostrogene in den Zellstoffwechsel eingreifen

konnen (Abb. 4).

1.

Ligand-abhingig

Beim Kklassischen Mechanismus binden Liganden an ORs. Das Binden eines
Liganden induziert ligand-spezifische Konformationsverdnderungen des Proteins.
Diese Ligand-Rezeptor-Komplexe dimerisieren und binden an sogenannte ,,Estrogen
response Elements (ERE) in den Promotern von Zielgenen der DNS. Diese
rekrutieren wiederum Ko-Aktivatoren oder Ko-Repressoren (je nach Form der
Ligand-Rezeptor-Komplexe), bevor es schlussendlich zur Transkription kommt (39).
Die Ligand-Rezeptor-Komplexe dimerisieren als Homodimere (OR-a + OR-a, OR-
B + OR-B) oder Heterodimere (OR-o + OR-P) (53). Exprimiert eine Zelle OR-B und
OR-a gleichzeitig, kommt es durch die Bildung von Heterodimeren zur Regulation
von Genen, die zu einem grofen Teil nicht von Homodimeren reguliert werden
(54,55). Die Ligand-Rezeptor Komplexe konnen auch indirekt (auch Tethering
genannt) oder ,,Estrogen response Element“ unabhiingig an die DNS binden.
Hier binden die Dimere nicht direkt an die DNS, sondern tber
Transkriptionsfaktoren wie ,,activating protein 1 (AP-1) oder ,,specificity protein 1*
(SP-1). Damit konnen auch Gene, die kein ERE in threm Promoter haben, beeinflusst

werden (35,39).

Nicht-genomische Signaltransduktion: Die Reaktion der Zelle bei den obigen
beiden Signalwegen erfolgt durch Gentranskription, also langsam. Zellen reagieren
aber auch innerhalb von Minuten auf Ostrogene, d.h. nicht-genomisch (39). Das
konnte durch OR Subtypen, die an der Zellmembran bzw. im Cytoplasma liegen,
geschehen, moglicherweise aber auch durch den ,,G-protein-coupled estrogen
receptor (GPER) vermittelt werden (vormals G-Protein gekoppelter Rezeptor 30)
(56,57). Zu den schnellen Effekten von O iiber den OR-o gehdren die Aktivierung
der ,,endothelial nitrogen oxide synthase* (eNOS), des ,,insulin-like growth factor-I
receptors® (IGF-IR), der ,,extracellular-signal regulated kinases* 1 und 2 (Erkl und




Erk2), der ,,mitogen-activated protein kinase* (MAPK), der ,,phosphoinositide 3-
kinase* PI3K und die Translokation von OR-a an die Zellmembran (56,58—60).

2. Ligand-unabhingig

Durch die Aktivierung des ,,epidermal growth factor receptor” (EGFR) oder des ,,insulin-
like growth factors* (IGF) kommt es zur Aktivierung/Phosphorylierung des OR ohne
Liganden iiber den EGFR/MAPK-Pathway (61,62).
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Abb. 4. Ligand-abhiingige und ligand-unabhiingige Aktivierung der ORs

(Reproduziert von (35) mit freundlicher Genehmigung von The American Physiological Society, Copyright
2007) Beim direkten oder klassischen Pathway werden Ostrogenrezeptoren (hier ER) durch Liganden aktiviert
und binden direkt an die DNS. Beim ,tethered Pathway*“ binden die ligand-aktivierten ERs iiber
Transkriptionsfaktoren an die DNS. Es kommt also zur indirekten Bindung der DNS. Der nicht-genomische
Pathway wird noch stirker als die restlichen beforscht. Dabei kommt es schlussendlich zu schnellen
Verédnderungen in der Zelle ohne die Gentranskription zu involvieren. Beim ligand-unabhéngigen Pathway
kommt es zur Phosphorylierung des OR durch aktivierte Kinasen und dadurch zu Dimerisierung und

Transkription (35).




Neben dem OR-o0, und -P existiert noch ein dritter Rezeptor, an den O bindet, der sogenannte
,G-protein-coupled estrogen receptor” (GPER) (63). Die schnellen nicht-genomischen
Signale von O, kénnten durch membranstindige ORs oder durch den GPER vermittelt
werden (56,57,64). Durch die Aktivierung des GPER kommt es zu Signaling und iiber eine
Transaktivierung des EGFR zur Aktivierung der PI3K/Akt- und MAPK-Pathways, was
schnelle nicht-genomische Effekte oder Gentranskription zur Folge haben kann. Die
Regulation der Transkription durch O, konnte durch Aktivierung von ORs oder
Transkriptionsfaktoren, die mit oder ohne Interaktion mit ORs an die Promoter der Zielgene
binden, geschehen (57,64). Verschiedene Xenodstrogene, u.a. mehrere DDT Metaboliten
und Methoxychlor, binden an den GPER (65).

1.3.1.2 Ostrogenrezeptor-unabhingige Effekte

Vermutlich werden die OR-unabhiingigen Effekte von Ostrogen in der Karzinogenese von
Brustkrebs durch Ostrogenmetaboliten verursacht (23). So konnte O, in benignen OR-
negativen MCF-10F Brustzellen maligne Transformation induzieren (66). Werden
ERKO/Wnt-1 Miusen (OR-o ,,knock-out Miuse, die das Wnt-1 Onkogen exprimieren)
kastriert und somit das korpereigene O, reduziert, kommt es im Vergleich zu nicht
kastrierten Kontrollen zu einer reduzierten Inzidenz und einer verlingerten Latenz der
Tumorbildung. Nach Behandlung mit O entsprachen Inzidenzraten denen der Kontrollen.
Das zeigt, dass OR-unabhéngige Effekte die Entstehung von Brusttumoren beeinflussen
konnen (67,68).

Ostrogene werden im Korper und im Brustgewebe in wasserldsliche Metaboliten
umgewandelt, die im Urin bzw. Stuhl ausgeschieden werden. In einem ersten Schritt (Phase
I der Biotransformation) kommt es zu oxidativer Metabolisierung, groBtenteils
Hydroxylierungen. In Phase II der Biotransformation kommt es zur Kopplung dieser
Produkte der oxidativen Metabolisierung mit Glukuronsdure (Glukuronidierung),
Schwefelsdure (Sulfatierung) bzw. zur O-Methylierung (26). O; und O» werden durch Phase
I Enzyme der Biotransformation metabolisiert (hydroxyliert). Dazu gehoren unter anderem
CYP3A4, CYP1AL, CYPIBI, CYPIA2 (22,23). Drei verschiedene Pathways stehen dabei
miteinander in Konkurrenz: der 2-Hydroxylierungspathway, der 4-Hydroxylierungspathway
und der 16-Hydroxylierungspathway. Dabei entstehen Catecholostrogene (2- bzw. 4-
Hydroxyéstrogene) und 160-Hydroxydstron (23). CYP1B1 hydroxyliert O1 und O fast
ausschlieBlich an der 4-Position und bildet 4-Hydroxyostron und 4-Hydroxydstradiol.

9



CYPIA1 hingegen katalysiert die Bildung von 2-Hydroxyostron und 2-Hydroxyostradiol
(69). Uber die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) werden Catecholdstrogene weiter O-
methyliert. Diese O-Methylierung gehort zu den Phase II Reaktionen der Biotransformation.
Die Produkte dieser Reaktion sind nicht-toxisch (70). Statt iiber die COMT methyliert zu
werden, kann weitere oxidative Metabolisierung zur Bildung von Chinonen fiihren, ndmlich
01(02)-2,3-Chinon aus dem 2-Hydroxylierungspathway und O1(02)-3,4-Chinon aus dem 4-
Hydroxylierungspathway. Hierbei konnen besonders O1(02)-3,4-Chinone DNS-Schaden
verursachen, wihrend O1(02)-2,3-Chinone stabiler zu sein scheinen (Abb. 5) (22). Durch
Metabolisierung von O1-3,4-Chinonen kommt es zur Bildung von ROS in menschlichen
Zellen (71). Uber CYP450 Reduktasen konnen die 2,3- bzw. 3,4-Chinone zu Semichinonen
und Kathecholostrogenen reduziert werden. Dabei konnte oxidativer DNS Schaden durch
ROS und ein Redox-Zyklus entstehen. Auch dieser Mechanismus kdnnte zur Karzinogenese

beitragen (Abb. 5) (70).
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Abb. 5. Metabolismus/Biotransformation von Oz und O::

(Reproduziert von (72) mit freundlicher Genehmigung von © 2007, Wiley-Liss, Inc.) Umwandlung von
Ostradiol (E) und Ostron (E;) iiber CYP Enzyme in Catecholdstrogene (2-OHE;(E2), 4-OHE,(E>)). Diese
Catecholdstrogene konnen entweder liber die COMT methyliert/entgiftet werden (2-OCH3E (E,) bzw. 4-
OCH;E (E2)) oder durch weitere oxidative Metabolisierung in Chinone umgewandelt werden (Ei(E2)-2,3-Q
bzw. Ei(E»)-3,4-Q). Diese Chinone koénnen wiederum depurinierende DNS-Addukte mit Adenin und Guanin
bilden. AuBlerdem zeigt dieses Bild deaktivierende Pathways. Die Chinone werden iiber die Glutathion-S-
Transerase konjugiert. Die Catecholderivate werden {iber die COMT methyliert, wodurch sie nicht mehr in der
Lage sind Schaden anzurichten. Ein Shift in dieser Balance konnte zu DNS-Schaden und damit zu Brustkrebs

fithren (72).
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Abb. 6. Reaktion eines Ostradiol-3,4-quinons mit der DNS:

(Reproduziert von (73) mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) Biotransformation von O; und O, (hier
E; und E,) durch CYP1B1 in 4- Catecholdstrogen und anschlieBend in ein O(0,)-3,4-Chinon (hier E{(E»)-3,4-
Q), das mit der DNS reagiert. In Folge der Reaktion entstehen depurinierende DNS-Addukte. Es kann es zu
fehlerhaftem Repair der depurinierten Stelle und in Folge dessen zu Punktmutationen kommen, die zur

Entstehung eines Malignoms fiihren kdnnten (22,69).

Bei der 160-Hydroxylierung entstehen 16a-Hydroxyostron und 16a-Hydroxydstradiol (74).
160-Hydroxy®dstron bindet an den OR (75). Behandelt man Epithelzellen der Mamma der
Maus mit 16a-Hydroxyostron, kommt es zu verankerungs-unabhingigem Wachstum und
ungeplanter DNS-Synthese (76). 4-Hydroxydstradiol und 16a-Hydroxyostron wirken in
MFC-7 Brustkrebszellen anti-apoptotisch und induzieren Proliferation (77).

Sampson et al. konnten anhand gesammelten Urins oder Serumproben von 1.298
Brustkrebsfillen und 1.524 Kontrollen prospektiv einen Zusammenhang zwischen
endogenem Ostrogenmetabolismus und Brustkrebsrisiko aufzeigen. Bei gegebener totaler
Ostrogenkonzentration waren hdhere Konzentrationen an Metaboliten des 2-
Hydroxylierungspathways mit einem signifikant geringeren Brustkrebsrisiko assoziiert (OR
90. vs. 10. Perzentile = 0,61; 95 % CI, 0,46-0,80, p < 0.001). War das Verhiltnis der
Metaboliten  des 2-Hydroxylierungspathways zu  Metaboliten des 16-
Hydroxylierungspathways hoch, war das Brustkrebsrisiko signifikant reduziert (OR 90. vs.
10. Perzentile = 0,66, 95 % CI, 0,52-0,84, p < 0,001). Kein signifikant erhohtes Risiko
konnte fiir den 4-Hydroxylierungspathway oder den 16-Hydroxylierungspathway im

Verhiltnis zum totalen Ostrogen ermittelt werden (78). Fuhrman et al. (277 postmenopausale
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Fille, 423 Kontrollen) konnten ein signifikant erhohtes Brustkrebsrisiko bei erhohten 4-
Catecholdstrogenen im Verhéltnis zu methylierten Catecholdstrogenen (HR = 1,38, 95 %
CI, 1,08-1,77, Puena= 0,02), objektivieren. Durch Methylierung der Catecholdstrogene des
4-Hydroxylierungspathways durch die COMT konnen diese nicht mehr in Chinone
konvertiert werden und somit die DNS nicht mehr beschiadigen. Ein erhohtes Verhiltnis von
Metaboliten des 2-Hydroxylierungspathway zu Ursprungsdstrogenen (O und O, jeweils
konjugiert und unkonjugiert) waren mit einem statistisch-signifikat verringerten
Brustkrebsrisiko assoziiert (HR = 0,66, 95 % CI, 0,51-0,87, Piend = 0,003). Diese Ergebnisse
stimmen mit der Hypothese iiberein, dass Metaboliten (Chinone) aus dem 2-
Hydroxylierungspathway weniger kanzerogen sind als Metaboliten aus dem 4-
Hydroxylierungspathway. Die Ergebnisse stimmen auch mit der Hypothese iiberein, dass
Chinone aus dem 4-Hydroxylierungspathway unstabile depurinierende DNS-Addukte
bilden, die zu Mutationen fiihren. (79). Als Ursache dafiir, dass manche Frauen Brustkrebs
entwickeln und andere nicht, wird eine Verlagerung der Balance des Ostrogenmetabolismus
oder genetische Polymorphismen in den zustindigen Enzymen vermutet (22).

Es gibt verschiedene Genotypen der COMT. Es gibt Allele, die fiir eine COMT mit normaler
(COMTH) oder mit niedriger Aktivitit (COMTL) kodieren (80). In der kaukasischen
Bevolkerung zeigen 25 % ein homozygotes Genmuster fir die COMTL (81). Bei
postmenopausalen Frauen ist der Genotyp COMTLL (also der homozygote Gentyp) mit
einem erhohten Risiko an Brustkrebs zu erkranken assoziiert (80). Die Glutathion-S-
Transferase gehort, wie auch die COMT und die Chinonreduktase, zu den Phase II Enzymen
der Biotransformation. Chinone, Semichinone und Catecholdstrogene konnen iiber diese
Enzyme inaktiviert werden. Dadurch kann wiederum die Bildung von DNS-Addukten und
oxidativer DNS-Schaden vermieden werden (22). Die COMT kombiniert mit Glutathion-S-
Transferase-Genotypen, die fiir eine niedrige bzw. mittlere Aktivitit kodieren, fiihrt zu einer
3-4-fachen Erhohung des Brustkrebsrisikos. Eine erniedrigte COMT-Aktivitdt und/ oder
eine niedrige Glutathion-S-Transferase-Aktivitit konnten zu einem Shift des

Ostrogenmetabolismus in Richtung Chinone und damit zu DNS-Schéden fiihren (80).

1.4 Persistierende organische Schadstoffe

Alle in dieser Diplomarbeit behandelten Chemikalien fallen in die Gruppe der
Persistierenden Organischen Schadstoffe (POPs) (82,83). Im 20. Jahrhundert wurden

enorme Mengen an POPs produziert (83). So wurden z.B. seit den 1940ern weltweit
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geschétzt 1,8 Millionen Tonnen DDT produziert (84). POPs wurden u.a. als Pestizide oder
zur Vektorkontrolle eingesetzt. Sie konnen dermal und inhalativ aufgenommen werden.
Hauptsachlich erfolgt die Exposition jedoch iiber die Nahrungsaufnahme, vor allem durch
Verzehr von Fleisch, Fisch und Milchprodukten (83). Aus der chemischen und
physikalischen Beschaffenheit von POPs ergeben sich vier definierende Eigenschaften:
Bioakkumulation, Persistenz, Toxizitdt und weite Verbreitung. Es handelt sich bei POPs um
lipophile organische Chemikalien, die folglich im Fettgewebe sowie entlang der
Nahrungskette akkumulieren (82). Das bedeutet, dass Menschen, die oben bzw. Tiere, die
weiter oben in der Nahrungskette stehen, starker exponiert sind (83). Ihre Schwerfliichtigkeit
erlaubt einen weitreichenden Transport in der Luft oder adsorbiert in Feinstaub (82). Unter
anderem konnten DDT und seine Abbauprodukte in Tieren, Schnee und Mooren der Arktis
und Antarktis nachgewiesen werden (84). POPs sind resistent gegeniiber photolytischer,
chemischer oder biologischer Degradierung. Deshalb bleiben sie oft {iber lange Zeitrdume
(hdufig viele Jahre) intakt (82). Die Exposition von Kindern beginnt bereits mit der
Empfingnis. Wéhrend der Schwangerschaft wird der Embryo bzw. Fetus tiber die Plazenta,
basierend auf vergangener und derzeitiger Exposition der Mutter, exponiert. Uber die
Muttermilch kommt es zu postnataler Exposition. Mdgliche, durch POPs verursachte
Schiden an Eizellen und Spermien konnten die Gesundheit von Kindern bereits
beeinflussen. Auswirkungen dieser friihen Exposition konnten nach einer Latenzzeit
moglicherweise erst im Erwachsenenalter oder wéhrend der Pubertdt augenscheinlich
werden. Als entscheidender Faktor gilt, ob die Exposition in einem fiir die Entwicklung
kritischen Zeitfenster stattfindet (83).

Obwohl POPs zu einer Gruppe zusammengefasst werden, hat jede einzelne Chemikalie ein
eigenes Gefahrenprofil und wird deshalb individuell untersucht. Mehrere POPs sind
gleichzeitig endokrine Disruptoren (82). Von den untersuchten Verbindungen gehoren
Dieldrin, Hexachlorbenzol, Chlordan, DDT und PCBs zum sogenannten ,dreckigen
Duzend* der Stockholmer-Konvention. Die Stockholmer-Konvention ist ein internationales
Abkommen zum Schutz der Umwelt und der Menschen vor POPs. Die ersten Verbote
wurden 2001 beschlossen und sind 2004 in Kraft getreten. Inzwischen sind alle hier

untersuchten Verbindungen Teil des Abkommens (82,83).

1.4.1 DDT und DDE

DDT wurde weltweit als Insektizid und Insektenrepellent eingesetzt. Es wurde in der
Landwirtschaft, zur Vektorkontrolle (z.B. Lause bei Typhus, Moskitos bei Malaria) und im

domestischen Bereich verwendet. DDT bleibt sechs bis zwdlf Monate als Pestizid/Repellent
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aktiv (85). Als Insektizid verwendet wurde technisches DDT. Technisches DDT ist eine
Mischung aus p,p'-DDT (60-80 %), o,p'-DDT (15-21 %), bis zu 4 % p,p'-DDD und bis zu
1,5 % 1-(p-chlorophenyl)-2,2,2-trichlorethanol. Insgesamt kdnnen in technischem DDT bis
zu 14 Chemikalien enthalten sein. Die insektizide Wirkung geht dabei von p,p-DDT aus
(84).

p,p'-DDE ist ein Metabolit von p,p'-DDT, welches, da es lipohpiler als die restlichen
Abbauprodukte ist, schlechter ausgeschieden wird (86). In den USA wurde DDT 1972
verboten (84), in Ungarn 1968 (85), in Osterreich 1992 (87). In einigen Lindern wird DDT
noch heute zur Vektorkontrolle eingesetzt (z.B. in Malaria-Endemiegebieten) (88). Wie oben
beschrieben sind DDT, DDD und DDE fettlosliche Verbindungen. Nach der Aufnahme
werden sie im Korper je nach Fettgehalt der Organe und im Fettgewebe selbst gelagert.
Dabei haben die einzelnen Abbauprodukte bzw. Chemikalien ihrer Lipophilie entsprechend
eine unterschiedliche Neigung sich im Fettgewebe anzuhdufen (in absteigender Reihenfolge:
p,p'-DDE > p,p'-DDT > 0,p'-DDT) (84). Die biologische Halbwertszeit von DDE ist mit
zehn Jahren am lidngsten. Es folgt p,p'-DDT mit einer Halbwertszeit von fiinf Jahren,
wihrend o,p'-DDT schnell ausgeschieden wird (86). DDT und seine Metaboliten treten in
die Muttermilch tiber (89) und liberwinden die Plazentaschranke (90).

Highest DDT and DDE levels in the period 2000 to 2010 for specific countries
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Abb. 7. DDT in der Muttermilch im weltweiten Vergleich
Hier wird die Summe aller gemessenen DDT Isomere bzw. Metaboliten dargestellt. XDDTs: o,p’-DDT, p,p'-
DDT, o,p’-DDE, p,p’-DDE, o,p’-DDD und p,p’-DDD. In weniger industrialisierten Landern wurden die

hochsten ZDDT Konzentrationen gemessen (89).
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1.4.2 p-Hexachlorocyclohexan

HCH verfiigt iiber insgesamt acht Isomere. Die hdufigsten sind a-, -, y- und 6-HCH (91).
Diese Isomere kommen in technischem HCH, das als Insektizid verwendet wurde, vor. Es
besteht aus y-HCH (10-15 %), a- HCH (6070 %), p-HCH (5-12 %), 6-HCH (6—10 %) und
e-HCH (34 %) (92). Praktisch die gesamte insektizide Wirkung liegt bei y-HCH, das auch
Lindan genannt wird und von der ,,International Agency for Research on Cancer* (IARC)
als Gruppe 1 Karzinogen (,,carcinogenic to humans*) klassifiziert wird (92,93). Es wurde in
Tierhaltungsbetrieben und im Obst- und Gemiiseanbau eingesetzt. Die hochste Toxizitédt bei
chronischer Exposition zeigt B-HCH, vermutlich da es akkumuliert und die léngste
Halbwertzeit im Korper hat (geschétzt sieben bis zehn Jahre) (92,94). Dem toxischsten [3-
HCH folgen a-, y- und 8-HCH (95). Alle vier Isomere iiberwinden die Blut-Plazenta-

Schranke und wurden in Muttermilch nachgewiesen (90,92,96).

1.4.3 Hexachlorbenzol

HCB wurde als Fungizid u.a. im Getreideanbau und in Holzschutzmitteln sowie zur
Herstellung von Pyrotechnik verwendet. In den USA war es bis 1984 in Verwendung (97).
In Osterreich wurde es 1992 (87) und weltweit 2001 durch die Stockholmer-Konvention
verboten. Heutzutage entsteht es noch in kleinen Mengen als Nebenprodukt bei der
Produktion einiger chlorierter Losungsmittel oder ist als Verunreinigung in Pestiziden, die
gegenwertig verwendet werden, zu finden. Die Halbwertszeit im Boden wird auf drei bis
sechs Jahre geschitzt. Hexachlorbenzol ist ebenfalls in der Lage die Plazentaschranke zu

iiberwinden und in die Muttermilch tiberzugehen (97).

1.4.4 Dieldrin

Dieldrin wurde in den USA von den 1950er bis 1970er Jahre als Insektizid beim Anbau von
Getreide und Baumwolle verwendet. Bis 1987 wurde es noch zur Termitenbekdmpfung
eingesetzt. Technisches Dieldrin enthédlt mindesten 85 % Dieldrin. Gleichzeitig in
Verwendung war Aldrin, das in der Umwelt und in Sédugetieren bereitwillig zu Dieldrin
umgewandelt wird. Es ist resistenter gegeniiber abiotischem Abbau und Biodegradation und

dementsprechend auch persistenter als Aldrin (98). Beide Substanzen wurden in Osterreich
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1992 verboten (87). Dieldrin konnte im Fruchtwasser, in der Plazenta, im fetalen Blut und

in der Muttermilch nachgewiesen werden (98).

1.4.5 Methoxychlor

Methoxychlor fand als Pestizid und Insektizid u.a. bei Nutztieren, Feldfriichten und in
Futtermitteln Verwendung. Es wirkt gegen eine grof3e Bandbreite von Insekten wie z.B.
Fliegen, Kakerlaken und Moskitos (99). Technisches Methoxychlor besteht zu 88-90 % aus
Methoxychlor, die restlichen 10-12 % sind Reaktionsprodukte oder Isomere (100).
Methoxychlor kann in vivo zu zwei Metaboliten demethyliert werden. Sowohl mono-
hydroxy Methoxychlor als auch bis-hydroxy Methoxychlor interagieren mit dem Androgen-
und Ostrogenrezeptor (99).

1.4.6 Endosulfan

Endosulfan wurde als Akarizid und Insektizid eingesetzt. Der verbreitete Einsatz in den USA
begann in den 1950ern (101). Technisches Endosulfan besteht zu 94 %, in einem Verhiltnis
von 7:3, aus den Isomeren Endosulfan-a und Endosulfan-f. In technischem Endosulfan und
in der Umwelt findet man zudem Endosulfan-Sulfat als Reaktionsprodukt oder als Produkt
der Biotransformation. 2012 wurde Endosulfan in die Stockholmer Konvention
aufgenommen um seine weltweite Verwendung einzuschrianken (102). Es ist wenig dazu
bekannt, wie Endosulfan im Menschen metabolisiert wird (102). Endosulfan-a, - und
Metaboliten wurden in der Muttermilch, in  Nabelschnurblut und Plazentagewebe

nachgewiesen (103).

1.4.7 Chlordan

Chlordan ist ein chloriertes Cyclodien, das als Insektizid eingesetzt wurde. 60-85 % von
technischem Chlordan besteht aus den Isomeren cis- und trans-Chlordan. Insgesamt ist das
Insektizid ein Gemisch aus iiber 140 verwandten Verbindungen, wie z.B. Heptachlor und
Nonachlor. Das Verhiltnis der beiden Isomere zueinander ist vom Herstellungsprozess
abhingig (104). Chlordan wurde in den USA zwischen 1948-1978 unter anderem als
Insektizid 1m Getreideanbau, auf Griinflichen, zur Termitenkontrolle und als
Holzschutzmittel eingesetzt. Bis zu den 1980ern, als die Verwendung weltweit

eingeschriankt wurde, wurden jéhrlich 70.000 Tonnen weltweit produziert. In manchen
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Landern wird Chlordan noch heute produziert und eingesetzt (Argentinien, Singapur, Indien
und China). In der Europidischen Union wurde Chlordan 1981, in den USA 1988 und in
Mexiko 1998 verboten. Vor dem Verbot wurde Chlordan direkt bei der Verwendung
aufgenommen, heutzutage wird es vor allem {iber kontaminierte Nahrungsmittel (v.a.
Fleisch) und Wasser aufgenommen. In der Leber wird es iiber CYP 450 Enzyme
metabolisiert. Der primére Metabolit ist das toxischere Oxychlordan, das im Fett persistiert
und nur sehr langsam verstoffwechselt wird. Chlordan wurde in der Muttermilch

nachgewiesen und passiert die Blut-Plazenta Schranke (105).

1.4.8 Polychlorierte Biphenyle

PCBs sind aromatische Organochlorverbindungen. Es gibt je nach Anzahl und Position der
Chloratome insgesamt 209 PCB Kongenere. PCBs wurden u.a. als Schmiermittel,
Kiihlmittel, Weichmacher, Feuerhemmer und Isoliermittel in Transformatoren,
Kondensatoren und Gas-Transmissionsturbinen eingesetzt (106). PCBs wurden nicht als
einzelne Kongenere, sondern in komplexen Mischungen vertrieben. Handelsnamen waren
u.a. Aroclor (USA), Fenclor (IT) und Clophen (DE). Es gab verschiedene Varianten von
Aroclor, die durch eine nachgestellte vierstellige Nummer beschrieben wurden. Die ersten
beiden Zahlen beschrieben die Art der Mixtur, die letzten beiden den geschétzten
Chlorgehalt in Gewichtsprozent (107). Die kommerzielle Produktion begann in den 1920er
Jahren, erreichte aber erst nach 1945 bedeutende Ausmalle. Nach einem Peak in den
1960ern-1970ern wurden in den meisten Landern ab den frithen 1980ern keine PCB-
Gemische mehr produziert. Geschétzt wurden weltweit 1-1,5 Millionen Tonnen produziert
(108).

PCBs konnen auf mehrere Arten eingeteilt werden, eine davon ist die Einteilung in dioxin-
artige und nicht-dioxin-artige Kongenere. Es gibt zwolf dioxin-artige Kongenere: 77, 81,
105, 114, 118, 123, 126, 156, 157, 167, 169 und 189. Dem Dioxin gemeinsam besitzen sie
eine Affinitdt zum Aryl hydrocarbon Rezeptor (AhR). Bezogen auf die Toxizitit von Dioxin
wurden den zwdlf Kongenere Toxische Aquivalenz Faktoren zugeteilt, wobei Dioxin die
hochste Toxizitdt aufweist. Um die PCB-Exposition zu quantifizieren, wurde von der
Stockholmer Konvention empfohlen, die Kongenere 28, 52, 101, 138, 153 und 180 (alle
nicht-dioxin-artig) zu messen. Die Halbwertszeit von PCB Kongenere ist von der Anzahl
threr Chloratome abhdngig. Hochchlorierte PCBs weisen im menschlichen Korper
durchschnittliche Halbwertszeiten von acht bis 15 Jahren auf, wéhrend niedrigchlorierte

Kongenere eine deutlich kiirzere Halbwertszeit zeigen. Auch PCBs {iiberwinden die
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Plazentaschranke und werden mit der Muttermilch ausgeschieden. Zudem besitzen Kinder
geringere Konzentrationen von entgiftenden Enzymen, was in Kombination mit einer

geringeren Absorptionsschwelle zu einer hoheren Akkumulation von PCBs fiihrt (108).

1.4.8.1 Aryl hydrocarbon Rezeptor

Ein entscheidender Teil der Toxizitédt von dioxin-artigen PCBs geht von ihrer Fihigkeit den
AhR zu binden/ aktivieren aus (108). Der AhR liegt in ungebundener Form inaktiv im
Zytosol vor und ist an zwei ,,heat shock proteins* (HSP90), ein ,,small protein* (p23), und
an ein ,,immunophilin-like protein®“ (XAP2) gebunden. Diese Proteine halten den AhR
inaktiv. Ein Ligand bindet an AhR und bildet einen aktiven Komplex. Dieser gelangt in den
Nukleus, wo der AhR mit dem ,,aromatic hydrocarbon receptor nuclear translocator
(ARNT) heterodimerisert. Dieses Heterodimer bindet als Transkriptionsfaktor an das
»dioxin-response-element (DRE). Es kommt zu Verdnderung der Gentranskription
(109,110). CYP1A1l und CYPIBI sind Zielgene des AhR. CYP1Al metabolisiert
Prokarzinogene, was zu Mutationen durch Bildung von DNS-Addukten fithren kann (Abb.
8) (110,111). Mehrere POPs fallen in die Gruppe der dioxin-artigen Chemikalien, da sie {iber
gemeinsame Pathways wirken (82).
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Abb. 8. AhR-Pathway
(Reproduziert mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer (110),
Copyright 2014, erhiltlich von: http://www.nature.com/articles/nrc3846.)
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2 Material und Methoden

Fiir Einleitung und Diskussion wurden Lehrbiicher aus der Bibliothek der Medizinischen
Universitét Graz, die toxikologischen Profile der ,,Agency for Toxic Substances and Disease
Registry* (ATSDR), die TARC Monographs, PubMed, UpToDate und die Website der WHO

und der ,,endocrine society* durchsucht.

Fiir den Ergebnissteil wurde eine Literaturrecherche im ,,PubMed* bis einschlieSlich Mai

2018 durchgefiihrt, die in nachfolgender Tabelle dargestellt ist.

Suchbegriffe Gesamt Reviews
polychlorinated biphenyls and | 257 34
breast cancer

DDT and breast cancer 202 26

DDE and breast cancer 130 16
dieldrin and breast cancer 43 4
endosulfan and breast cancer 27 0
chlordane and breast cancer 29 4
organochlorine pesticides and | 173 30

breast cancer

methoxychlor and  breast | 21 1
cancer
hexachlorobenzene and breast | 40 2
cancer
hexachlorocyclohexane  and | 58 4

breast cancer

organochlorine pesticides and | 16 0
estrogen receptor alpha and

beta

Gesamt (nach aussortieren 557 71

doppelt angezeigter Papers):

Tabelle 1: Literaturrecherche

Fiir den Ergebnissteil wurden Zeitschriftenartikel, die die Pathogenese bzw. mechanistische
Pathways beforschen, verwendet.
Ausgeschlossen wurden:

e c¢pidemiologische Studien
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¢ Brustkrebs beim Mann

e Reviews

e Publikationen, die nicht humane Mammakarzinom- oder Brustzellen untersuchen
(ausgenommen: Transaktivierungs-oder Bindungsassays und in vivo Experimente)

e Publikationen, die nicht-humane Rezeptoren verwendet haben

e Metaboliten der einzelnen Chemikalien

e Alle PCBs mit Ausnahme von PCB Nr. 77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157,
167, 169, 189, 28, 52, 101, 138, 153 und 180

Alle Titel wurden auf Relevanz gescreent. Wurde der Titel als relevant erachtet, dann wurde
der Abstract gelesen. Wurde dieser wiederum als passend erachtet, dann wurde das Paper

gelesen und relevante Teile fiir die Diplomarbeit verwendet.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 DDT und DDE

0,p'-DDT bindet in vitro an den humanen OR (112-116). Genauer bindet o,p-DDT (1 pM)
im Vergleich zu O> mit einer 10.000 Mal geringeren Affinitit an den OR (112). Lemaire et
al. konnten fiir ein DDT-Gemisch (18 % o,p'-DDT, 75 % p,p'-DDT) und o,p'-DDT eine
Transaktivierung des OR-a und -B objektivieren. Im Vergleich zu dem Gemisch zeigte o,p'-
DDT eine potentere Transaktivierung der beiden Rezeptoren (117). Auch Kojima et al.
konnten anhand eines Transaktivierungs-Assays Agonismus/ Antagonismus der Pestizide
am humanen OR-q, -B und Androgenrezeptor (AR) aufzeigen.
»Starke® der Transaktivierung in jeweils absteigender Reihenfolge:

e Agonismus am OR-a: 0,p'-DDT > p,p'-DDT > p,p'-DDE.

e Agonismus am OR-B: 0,p'-DDT > p,p'-DDT > p,p'-DDE.

e Antagonismus am AR (antiandrogene Wirkung): o,p'-DDT > p,p'-DDE > p,p'-DDT.

p,p'-DDT und p,p'-DDE zeigen eine stirkere antiandrogene als Ostrogene Aktivitét (118).
0,p'-DDT, p,p'-DDT und p,p'-DDE stimulieren die Proliferation der OR-positiven MCF-7
Brustkrebszellen dosisabhédngig (119,120).

3.1.1 o,p'-DDT

0,p'-DDT konnte bereits bei Konzentrationen von 10 M eine signifikante Proliferation von
Ostrogen-kompetenten MCF-7 Brustkrebszellen induzieren. Maximale Proliferation wurde
bei Konzentrationen von 10% M o,p-DDT gemessen. In OR-positiven T47-D
Brustkrebszellen konnte o,p-DDT ihnliche Resultate hervorrufen. In den OR-negativen
MDA-MB-231, HS578T und MDA-MB468 Brustkrebszellen hingegen konnte o,p'-DDT
keine Proliferation induzieren (120). Diel et al. bestimmten die Proliferation von MCF-7
Zellen unter 0,p-DDT (107 -10° M) anhand des Prozentsatzes von Zellen in der S-Phase.
Signifikant war die Zellteilung ab 10”7 M, maximal bei 10°® M. Zugleich konnte eine
signifikante Reduktion der Apoptoserate gemessen werden (121). Sowohl durch Ko-
Inkubation mit Tamoxifen, als auch mit dem Antidstrogen ICI 164,384 konnte die
Proliferation von MCF-7 Zellen unter o,p'-DDT reduziert werden (119,120). Auch Pestana
et al. untersuchten die Proliferation von MCF-7 Zellen unter o,p'-DDT (50-1.000 nM). Sie
konnten keinen dosisabhingigen Anstieg der Proliferation messen, sondern eine
dosisabhdngige, signifikante U-formige Hemmung der Proliferation. Signifikant waren die

Werte bei 100, 250 und 500 nM, wobei die stirkste Hemmung bei 250 nM verzeichnet
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wurde. Bei 100 und 250 nM zeigten die Zellen dariiber hinaus eine verringerte Zellviabilitit.
Bei OR-negativen MDA-MB-231 Zellen kam es weder zu einer signifikanten Verinderung
der Proliferation noch der Zellviabilitat. Des Weiteren konnte o,p'-DDT bei 50 und 1.000
nM (nicht bei 100 nM) das invasive Potential von MCF-7 Zellen signifikant steigern,
wihrend es bei MDA-MB-231 Zellen in allen drei Konzentrationen zu einer signifikanten
Senkung des invasiven Potentials kam. Interessant dabei ist, dass MCF-7 Zellen als OR-
positive Adenokarzinomzellen mit geringem invasiven Potential angesehen werden,
withrend MDA-MB-231 Zellen als OR-negative Adenokarzinomzellen mit hohem invasiven
Potential gelten. Absolut gesehen hatten die MDA-MB-231 Zellen auch nach der Pestizid
Behandlung noch ein hoheres invasives Potential als MCF-7 Zellen (122). o,p'-DDT (100
nM) konnte eine TNFa-induzierte Apoptose von MCF-7 Zellen teilweise auftheben. Zudem
konnte das Pestizid eine Upregulation von Bcl-2 induzieren, die durch das Antidstrogen ICI
182,780 gehemmt werden konnte. In den OR-negativen MDA-MB-231 Zellen konnte o,p'-
DDT die TNF-induzierte Apoptose nicht beeinflussen. Die AutorInnen postulierten, dass fiir
den antiapoptotischen Effekt von 0,p'-DDT der OR benétigt wird (123).

In den OR-positiven MCF-7 Zellen fiihrten 0,1-1 nM o,p'-DDT zu einer erhdhten , human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2) Tyrosinkinaseaktivitit. Die erhohte Aktivitét
konnte durch Tamoxifen nicht unterdriickt werden (124). o,p'-DDT Behandlung (100 nM)
fiihrte passend dazu zu einer signifikant vermehrten Fokusbildung von MCF-7 Zellen. Durch
Zugabe eines HER2 Antikorpers (9G6) konnte die Fokusbildung gehemmt werden (125). In
OR-negativen MCF-10A Brustepithelzellen konnten 10 nM o,p-DDT weder eine HER2,
noch eine c-Met-Phosphorylierung/ Aktivierung hervorrufen (126). Die Proliferation von
MCF-7 BOS Zellen, die mit einer konstanten Dosis 1,510 M o,p-DDT behandelt wurden,
konnten durch einen Erk-Inhibitor (PD98059) dosisabhéngig signifikant reduziert, aber nicht
vollkommen aufgehalten werden (127).

In vitro Studien zeigten, dass DDT OR-abhiingig und OR-unabhingig dstrogene Zielgene
regulieren kann. OR-positive MCF-7 Brustkrebszellen wurden mit O> (1 nM) oder 10 pM
0,p-DDT behandelt. Es kam bei beiden zu einer signifikanten Upregulation von Genen, die
ins Signaling beim Mammakarzinom involviert sind. Der ,,vascular endothelial growth
factor-A“ (VEGF)-A hingegen wurde nur von o,p'-DDT signifikant upreguliert. Durch
Zugabe des Antiostrogens ICI 182,780 konnte die VEGF-A Expression nicht unterdriickt
werden. Die VEGF-A Expression von o0,p-DDT scheint in MCF-7 Zellen unabhéngig von
OR-a zu sein. Es kommt zu einer vermehrten Aktivierung des Hypoxie-induzierter Faktor-

1-Response-Elements, das im Promoter von VEGF-A liegt. o,p'-DDT induziert
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Phosphorylierung von p38a, worauthin das CREB-Binding Protein (ein Ko-Aktivator)
aktiviert wird, was zur vermehrten Bindung von diesem an den Hypoxie-induzierter Faktor-
1 (ein Transkriptionsfaktor) fiihrt. Das konnte der Pathway sein, iiber den o,p'-DDT die
VEGF-A Expression reguliert. o,p'-DDT konnte fahig sein, die Genexpression in MCF-7
Zellen differentiell zu der von O, zu verindern (128). Silva et al. untersuchten, wie sich o,p'-
DDT auf die Expression der dstrogen-abhingigen Gene pS2, PR, OR, BRCA1 und CCND1
(Cyclin D1) auswirkt. 0,p'-DDT 10 M zeigte ein dhnliches signifikantes Expressionsprofil
wie es auch O hervorrief (OR wurde downreguliert, alle anderen upreguliert). Durch
Zugabe eines Antidstrogens (ICI 182,780) konnte die Transkription der Ostrogen-
abhingigen Gene fast vollstindig unterdriickt werden. Das zeigt laut AutorInnen, dass ORs
im Nukleus fiir die Transkription dieser Gene notwendig sind. O, kann den Src/Ras/Erk-
Pathway {ber den nicht-genomischen/ schnellen Pathway aktivieren. Das fiihrt
schlussendlich zur Aktivierung von Erk1, Erk2 und eines nuklediren ORs. Dieser Pathway
kann auch in Abwesenheit von O, zur Aktivierung eines nuklediren ORs fiihren. Um einen
moglichen Einfluss dieses Pathways zu erkennen, wurde das Experiment unter Zugabe eines
Erk-Kaskade Inhibitors wiederholt. Die pS2, BRCA1 und PR Expression, induziert von o,p'-
DDT, wurde signifikant, aber nicht vollstindig reduziert. Umgekehrt kam es zu einer
signifikant verringerten Downregulation des OR. Die Expression von CCND1 konnte nicht
beeinflusst werden. Vermutlich kam es nur zu einer teilweisen Unterdriickung, da der
klassische Pathway des OR Signalings durch einen Erk-Inhibitor nicht gehemmt werden
kann. Uber diesen klassischen Pathway scheint CCNDI reguliert zu werden. o,p'-DDT
scheint als OR Agonist sowohl zu einer ligand-anhiingigen Aktivierung von ORs iiber den
klassischen Pathway, als auch zu einer ligand-unabhiingigen Aktivierung von ORs zu fiihren.
Ein OR im Nukleus scheint fiir die Regulation der vier genannten Gene durch o,p-DDT
notwendig zu sein (127). Passend dazu konnten auch Diel et al. zeigen, dass o,p'-DDT 107
M eine signifikante Steigerung der PR mRNS in MCF-7 Zellen induziert. Die mRNS des
AR konnte nicht beeinflusst werden (121). o,p'-DDT konnte in T-47D Zellen in den
Konzentrationen 100 nM, 1 pM und 10 pM die durch Progesteron 1 nM induzierte
Luziferaseaktivitdt eines Reportergens signifikant hemmen. In einem kompetitiven
Bindungsassay konnte o,p'-DDT an den Progesteronrezeptor (PR) binden. Die Hemmung
der Luziferasaktivitit konnte durch Antagonismus von o,p'-DDT am PR entstehen. Sie
konnte aber auch durch indirekte Beeinflussung des PR entstehen z.B. durch den OR oder

OR-Pathway (129).
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In den Konzentrationen von 0,01, 0,1 und 1 uM fiihrte die Behandlung mit o,p'-DDT in
MCF-7 und MDA-MB-231 Brustkrebszellen zu einer signifikanten, dosisabhdngigen
Steigerung der mRNS und der Proteinlevels des Enzyms Aromatase. Auflerdem induzierten
alle Dosierungen eine signifikant gesteigerte Promoter- und Enzymaktivitit. Der OR
Antagonist ICI 182,780 konnte die Wirkung von o,p-DDT auf die Aromatase nicht
beeinflussen. Die Aromatase-Induktion korrelierte mit einer PI3/Akt und Proteinkinase A
(PKA) mediierten Upregulation der Cyclooxygenase-2 (COX-2). Die Aromatase ist ein
essentielles Enzym in der Biosynthese von Ostrogen (130). o,p-DDT konnte in den OR-
positiven MCF-7 Zellen den Ostrogenmetabolismus verindern. 10~ M des Pestizids fiihrte
zu einer signifikanten Zunahme des genotoxischen 16a-Hydroxyostrons und zu einer
Abnahme von 2-Hydroxy0stron, das die Proliferation von Brustzellen hemmt. Damit fiihrte
es zu einer Verschiebung des Ostrogenmetabolismus bzw. zu einer Verénderung der 16a-
Hydroxyostron/2-Hydroxy0stron Ratio in vitro (siche auch Kapitel 1.3.1.2) (131). In den
OR-negativen MDA-MB-231 Zellen konnte o,p’-DDT 10> M keine Veriinderung der C-2
oder C-160 Hydroxylierung von O induzieren (132).

0,p'-DDT zeigt enantioselektive Ostrogenitiit (113). Das Enatiomer R-(-)-0,p'-DDT fiihrte in
MCF-7 Brustkrebszellen ab 1071 M zu einer signifikanten Proliferation und das Enantiomer
S-(+)-0,p'-DDT ab 10" M. Dabei konnte eine relative proliferative Effektratio von 89,4 %
und 27,9 % respektive gemessen werden. Passend dazu wurden die hochsten mRNS Level
des dstrogen-regulierten pS2 Gens und die maximale Downregulation von OR-a und OR-
bei 10° M R-(-)-0,p-DDT mRNS und bei 10° M S-(+)-0,p'-DDT gemessen. All diese
Vorginge konnten durch ICI 182,780 aufgehoben werden, was darauf hinweist, dass die
enantioselektive Ostrogenitit von o,p'-DDT iiber den OR- o und OR-B mediiert werden
konnte (133). R-(-)-0,p'-DDT 10°° M zeigte im Transwell-Invasions-Assay eine signifikant
hohere Invasivitit, als S-(+)-0,p-DDT 10 M. Beide Enantiomere zeigten ein signifikant
hoheres Invasionspotential als Kontrollen. Bei gleichen Dosierungen konnte R-(-)-o0,p'-DDT
signifikant hohere mRNS Levels der invasions-unterstiitzenden Gene MMP9 und MMP?2 als
S-(+)-0,p'-DDT induzieren (134). 0,p'-DDT 1073 M fiihrte in MCF-7 Zellen zu einer OR-a-
abhingigen Downregulation der ARNT2 in vitro (135). o,p'-DDT 10 uM induzierte eine
Verdnderung der Expressionsprofile von mikroRNS in MCF-7 Zellen, die teilweise gleich
und teilweise differentiell zu der von O induzierten war (136).

Sprague-Dawley-Ratten wurden vom 21. bis zum 34. Lebenstag mit 50 mg/kg
Korpergewicht (KG) o,p'-DDT insgesamt acht Mal behandelt. Eine Gruppe erhielt einmalig
7,12-Dimethylbenzo[a]anthracen (DMBA) 40 mg/kg KG am 28. Lebenstag. Im
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Brustdriisengewebe von Ratten, die mit o,p'-DDT und DMBA behandelt wurden, kam es zu
einer signifikanten Zellproliferation im Vergleich zu Kontrollen und im Vergleich zu den
Ratten, die nur o,p'-DDT oder nur DMBA erhalten hatten. Gruppen, die nur DMBA oder
nur o,p'-DDT erhalten hatten, zeigten im Vergleich zu Kontrollen keine signifikanten
Unterschiede. In den Brustzellen aller Ratten der o,p'-DDT und/ oder DMBA Gruppe kam
es auch zu einer signifikanten Zunahme von chromosomalen Aberrationen (Hyperploidie
und Polyploidie) im Vergleich zu Kontrollen. Die totale Nummer an chromosomalen
Aberrationen war in der DMBA+DDT Gruppe signifikant hoher als in der DDT Gruppe und
nicht signifikant hoher als in der DMBA Gruppe. Dies konnten friihe Ereignisse in der
Mammakarzinogenese von Ratten sein. Die GruppengroBBe war mit fiinf bis sechs Ratten

jedoch klein (137).

3.1.1.1 Bulletpoints:

e 0,p-DDT bindet an den OR (112-116).

e 0,p'-DDT stimuliert die Proliferation von MCF-7 Zellen dosisabhédngig (120,127)

e 0,p-DDT stimuliert die Proliferation von &strogen-kompetenten Brustkrebszellen,
die durch Antidstrogene unterdriickt werden kann. In OR-negativen Brustkrebszellen
induziert o,p'-DDT keine Proliferation (119-121,127).

e 0,p'-DDT wirkt antiapoptotisch in MCF-7 Zellen. Auch diese Wirkung kann durch
Antistrogene gehemmt werden (121,123).

e 0,p-DDT aktiviert den OR in MCF-7 Brustkrebszellen iiber ligand-abhiingige und
ligand-unabhingige Pathways und kann OR-abhingig und OR-unabhiingig Zielgene
regulieren (127,128).

e 0,p'-DDT steigert das invasive Potential von MCF-7 Zellen (122,134).

e 0,p-DDT iibt Antagonismus am PR aus (129).

e 0,p-DDT steigert OR-unabhingig in MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen die
Aromatase-mRNS-Expression und Promoteraktivitét (130).

e 0,p-DDT induziert einen Anstieg des genotoxischen Ostrogenemetabolits 16a-
Hydroxyostron und fiihrt zur Abnahme des protektiven 2-Hydroxyostrons in MCF-
7 Zellen, nicht aber in MDA-MB-231 Zellen (131,132).

e 0,p'-DDT iibt enantioselektive Ostrogenitit in MCF-7 Zellen aus und steigert die
MMP9 und MMP2 mRNS Expression (133,134).

e 0,p-DDT induzierte im Rattenmodell zusammen mit einem Karzinogen

chormosomale Aberrationen und Zellproliferation im Brustdriisengewebe (137).
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3.1.2 p,p'-DDT

In OR-negativen MCF-10A Brustepithelzellen konnten 10 nM p,p'-DDT eine signifikante
Proliferation hervorrufen. Des Weiteren zeigten die Zellen eine vermehrte Phosphorylierung
von HER2, c-Met, STAT1a, MAPK und eine ,,growth factor receptor-bound protein 2/son
of sevenless homolog 1 (grb2/sos1) Assoziationen. Letztgenannte entsprechen downstream
Events nach der Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen. MCF-10A Zellen sind OR-
negativ. Ein Hinweis darauf, dass die mitogenen Effekte von p,p'-DDT méoglicherweise OR-
unabhiingig sind. p,p'-DDT weist eine geringere Affinitit zum OR als 0,p'-DDT auf (126).
In den OR-positiven MCF-7 Zellen konnte unter dem Einfluss von p,p'-DDT keine
Stimulation von HER2 nachgewiesen werden (124). p,p'-DDT konnte Proliferation von
MCF-7 Zellen ab 0,1 uM induzieren (p = 0,03). Da das Antiostrogen ICI 182,780 den
proliferativen Effekt von p,p'-DDT autheben konnte, konnte diese p,p'-DDT induzierte
Zellteilung durch den OR mediiert werden. In diesem Experiment konnte p,p'-DDT potenter
als o,p-DDT Zellproliferation induzieren. p,p'-DDT konnte Chloramphenicol-
Acetyltransferase (CAT)-Aktivitdt an einem ERE-tk-CAT Reportergen, das in MCF-7
Zellen exprimiert wurde, effektiver als 0,p'-DDT induzieren (p = 0,0001). p,p'-DDT zeigte
signifikante Effekte ab 0,1 uM, o,p-DDT ab 10 puM. Zudem induzierten beide (10 uM)
signifikant mRNS des Ostrogen-regulierten pS2 Gens. Trotz der potenteren Wirkung von
p.p-DDT konnte nur o,p-DDT in einem kompetitiven Bindungsassay mit O, an den OR
binden (p = 0,03) (116). p,p'-DDT induzierte Zellteilung von MCF-7 Zellen konnte durch
Tamoxifen und durch das Antidstrogen ICI 182,780 gehemmt werden (116,119). In MCF-7
Zellen kam es durch p,p'-DDT 10° M zu einer signifikanten ERE-Luziferaseaktivitiit, die
durch den OR-a mediiert wurde. Die Konzentrationen von 10® bis 10 konnten keine
Aktivitit induzieren. In NIH3T3 Zellen konnte p,p'-DDT iiber den OR-o. und -f eine ERE,
aber keine AP-1-Luziferaseaktivitit induzieren. Uber AP-1 wird Signaling von O; iiber den
OR-a und - mediiert. p,p'-DDT scheint im Gegensatz zu O» nicht iiber den OR-AP-1-
Pathway zu wirken (138). p,p'-DDT in den Konzentrationen 6, 13, 25, 50 und 100 uM fiihrt
in HBEC (normale humane Brustepithelzellen) ab 50 uM nach 90 Minuten zu einer
signifikanten Hemmung der ,,gap junctional intercellular communication* (GJIC). Bei 50
uM p,p'-DDT blieb die Hemmung 24 Stunden aufrecht, zudem kam es zu einer Connexin43-
Hyperphosphorylierung, aber zu keiner Verdnderung der Connexin43-mRNS-Levels. Die
GJIC kénnte eine Rolle in der Tumorprogression spielen. Da HBEC Zellen den OR nicht

exprimieren, konnten die Verdnderungen in der GJIC iiber einen nicht-6strogenen Pathway
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reguliert werden (139). p,p'-DDT konnte in einem kompetitiven Bindungsassay nicht an den
PR binden. In T-47D Zellen wurde ein progesteron-responsiver Luziferasevektor exprimiert
und mit 1 nM Progesteron und 100 nM, 1 uM oder 10 uM p,p'-DDT inkubiert. Alle drei
Konzentrationen konnten die progesteron-induzierte Luziferaseaktivitidt signifikant
hemmen. Diese antagonistische Funktion am PR konnte auch die dstrogene Aktivitdt iiber
einen PR/ER Crosstalk beeinflussen. Der Antagonismus von p,p-DDT konnte iiber
Pathways, die indirekt den PR beeinflussen, entstehen (129).

3.1.2.1 Bulletpoints

e p,p'-DDT hat eine geringere Affinitit zum OR als 0,p'-DDT (116).

e p,p-DDT aktiviert HER2 in OR-negativen MCF-10A Brustzellen, aber nicht in OR-
positiven MCF-7 Brustkrebszellen (124,126).

e p,p'-DDT induziert Proliferation in MCF-7 Zellen, die durch Antidstrogene bzw.
Tamoxifen gehemmt werden kann (116,119), stimuliert aber auch Zellteilung in OR-
negativen MCF-10A Zellen iiber einen Pathway, der nicht mit dem OR assoziiert ist
(126).

e p,p'-DDT hemmt die GJIC {iber einen nicht-6strogenen Pathway (139).

e p,p-DDT zeigt Antagonismus am PR bindet aber nicht an den Rezeptor (129).

3.1.3 p.p'-DDE

Wie bereits oben erwihnt, zeigt p,p'-DDE antiandrogene Aktivitdt bzw. ist die antiandrogene
Aktivitit stirker ausgepragt als die Ostrogene Aktivitat (118). Aubé et al. untersuchten die
Auswirkungen von p,p'-DDE auf CAMA-1 Brustkrebszellen. Diese Zellen exprimieren den
OR-a und den AR. Ihr Ziel war es, zu untersuchen, wie p,p'-DDE die Ostrogen-Androgen-
Balance verindert. Durch Zugabe von 100 pM O kam es wie erwartet zur Proliferation der
Zellen. Durch anschliefende Zugabe von Dihydrotestosteron (DHT) 100-1000 pM, kam es,
ebenfalls entsprechend den Erwartungen, zu einer dosisabhédngigen androgen-induzierten
Hemmung der Proliferation. Wurde nun das Antiandrogen p,p'-DDE dazugegeben, stieg die
Zellproliferation bereits bei 2 uM, im Vergleich zu nur mit O> + DHT behandelten Zellen,
statistisch signifikant an. Bei einer Dosissteigerung auf 5 uM verschwand der proliferations-
hemmende Effekt von DHT génzlich (p <0,01). p,p'-DDE alleine konnte bei 10 uM nur eine
geringe Steigerung der Proliferation (1,3-fach; p < 0,01) induzieren. Die AutorInnen
konnten auch zeigen, dass CAMA-1 Zellen, die mit jeweils 1 nM O, und 1 nM DHT
behandelt wurden, eine Reduktion der Ubertritte von G1/Go zur S-Phase (p < 0,05) sowie der
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Expression der Proteinlevels von ESR1 und CCND1 (Cyclin D1) (p < 0,01) im Vergleich
zu isoliertem O» zeigten. Diese Reduktion konnte durch p,p'-DDE 10 uM wiederum giinzlich
aufgehoben werden (p < 0,01 vs. O, + DHT). Der Ostrogenpathway fordert die Zellteilung,
wihrend der Androgenpathway sie hemmt. p,p'-DDE wirkt am AR als Antagonist, wodurch
die antiproliferative Wirkung von DHT {iiber den AR-Pathway aufgehoben wird. Es kommt
zu einer Cyclin DI Steigerung, was die Rekrutierung der Zelle in die S-Phase und
schlussendlich ~ Proliferation ~ zur  Folge hat. Cyclin DI  stellt einen
geschwindigkeitslimitierenden Schritt in der Proliferation von Mammakarzinomzellen dar.
p,p'-DDE konnte signifikante Proliferation von MCF-7-AR1 Zellen (MCF-7 Zellen, die den
AR exprimieren) ab einer Konzentration von 5 uM induzieren. In Kombination mit
endogenen Hormonen (10 pM O> und 100 pM DHT) konnte p,p'-DDE bereits ab 2 uM
Zellteilung hervorrufen. Ein potentieller Grund dafiir konnte die hohere Affinitit von p,p'-
DDE fiir den AR als fiir den OR-a sein (140).

HORMONE-
DEPENDENT
CELL

= Up-regulation ~—| Down-regulation

Abb. 9. p,p'-DDE beeinflusst Crosstalk zwischen zwei Hormonrezeptoren

(Reproduziert von (140) mit freundlicher Genehmigung von Aubé et al. und BioMed Central Ltd, Copyright
2008, lizensiert unter CC BY 2.0) Mechanistischer Pathway iiber den p,p'-DDE, der die Proliferation in
hormonsensitiven Zellen ausldsen konnte. p,p'-DDE ist lipophil und wird in Adipozyten gelagert. Von dort aus
kann es zu hormonsensitiven Zellen diffundieren, dort an den AR binden und so dessen Pathway, der sonst zu
einer Hemmung der Proliferation fiihrt, inhibieren. Es kommt zu einer Upregulation von CCNDI1 (Cyclin D1),
das normalerweise von OR-o und dem AR-Pathway reguliert wird. Es resultiert eine Fehlregulierung des
Crosstalks durch p,p'-DDE, was priakanzerosen Zellen letztendlich einen Proliferationsvorteil verschaffen

konnte (140).
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Durch Ko-Inkubation mit Tamoxifen (OR-a Antagonist) konnte die Proliferation von MCF-
7 Zellen unter o,p'-DDT und p,p'-DDT, aber nicht die von p,p'-DDE induzierte Proliferation
reduziert werden (119). p,p-DDE 10 M (jedoch nicht 10 M) induziert iiber den OR-a
signifikante Luziferaseaktivitdit am ERE und am AP-1 Element in NIH3T3 Zellen (138).
Pestana et al. behandelten MCF-7 Brustkrebszellen (OR-a-positiv) und MDA-MB-231
Brustkrebszellen (OR-o-negativ) mit p,p'-DDE (50-1000 nM). Keine der Konzentrationen
konnte eine signifikante Proliferation einer der beiden Zelllinien auslosen. Im Gegensatz zu
den oben erwdhnten Studien wurden hier jedoch geringere Konzentrationen verwendet. p,p'-
DDE konnte die Zellviabilitdt von MDA-MB-231 Zellen nicht beeinflussen. Die von MCF-
7 Zellen wurde durch die oberen Konzentrationen 500 nM und 1000 nM jedoch signifikant
reduziert. 50 nM und 100 nM fiihrten des Weiteren zu einer signifikanten Erhéhung der
Invasivitdt von MCF-7 Zellen und zu einer signifikanten Senkung derselben beit MDA-MB-
231 Zellen, 250 nM konnte in beiden Zelllinien keine Verdanderung diesbeziiglich ausldsen
(hohere Konzentrationen wurden nicht untersucht). MDA-MB-231 Zellen werden als
invasiver als MCF-7 Zellen angesehen. Auch hier waren MDA-MB-231 Zellen trotz des
durch die Behandlung reduzierten invasiven Potentials absolut gesehen immer noch
invasiver als die MCF-7 Zellen (122).

In MCF-7 Zellen, die mit p,p'-DDE 10> M inkubiert worden waren, wurde die Expression
der dstrogen-abhiingigen Gene pS2, PR, OR, BRCA1 und CCND1 (Cyclin D1) gemessen.
p,p'-DDE 10~ M fiihrte zu statistisch signifikanten Verdnderungen in der Genexpression.
pS2, PR, BRCAI1 und CCND1 wurden upreguliert, der OR wurde downreguliert. Diese
Veridnderungen waren geringer als die von o,p'-DDT induzierten. Durch Ko-Inkubation mit
dem Antiostrogen ICI 182,780 konnte die Transkription der Gene durch p,p'-DDE fast
vollstindig zum Stillstand gebracht werden. ORs im Nukleus scheinen fiir die Transkription
dieser Gene notwendig zu sein. Der bereits oben beschriebene Src/Ras/Erk-Pathway wird
von p,p'-DDE im Gegensatz zu o,p-DDT nicht aktiviert. p,p'-DDE 10~ M fiihrte weder zu
einer Src-, noch zu einer Erk1- und Erk2-Aktivierung. Passend dazu konnte ein Erk-Inhibitor
weder die von p,p'-DDE induzierte Genexpression in MCF-7 Zellen, noch die Proliferation
in MCF-7 BOS Zellen signifikant beeinflussen. Der Src/Erk-Pathway scheint nur wenig zur
p,p'-DDE induzierten Transkription beizutragen (127). p,p'-DDE 10 M fiihrte in MCF-7
Zellen (OR-positiv) zu einer signifikanten Steigerung von 160-Hydroxydstron und zu einer
Verringerung von 2-Hydroxy0stron. Dadurch kommt in vitro es zu einer Verlagerung des
Ostrogenmetabolismus und der 160-Hydroxy®stron/2-Hydroxydstron-Ratio in Richtung des

genotoxischen 16a-Hydroxydstrons (131). 10 uM p,p'-DDE fiihrte in MCF-7 Zellen nach
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zwei Stunden zu einer signifikanten Hemmung der 2-Hydroxylase-Aktivitdt von CYP1Al,
die nach 48 Stunden nicht mehr signifikant war (141). Auch p,p'-DDE fiihrte (wie o,p'-DDT
und p,p'-DDT) in den Konzentrationen von 1 und 10 uM, nicht aber 100 nM, zu einer
Hemmung der progesteron-induzierten Luziferaseaktivitit eines progesteron-responsiven
Luziferasereportergens in T-47D Zellen. In einem kompetitiven Bindungsassay konnte p,p'-
DDE nicht an den PR binden (129).

Johnson et al. pflanzten Pellets, die p,p'-DDE abgeben, in das Brustfettgewebe von
prapubertiren MMTV-neu-Maiusen ein. Die AutorInnen suchten gezielt prapubertire Méuse
aus, um zu untersuchen, wie sich die Exposition von o,p'-DDE und p,p-DDE wéhrend der
Mammogenese auf die Bildung von HER2-positiven Brusttumoren auswirkt. Die Pellets
gaben insgesamt 20 pg p,p'-DDE/Maus ab. Die maximale Inzidenz an Mammakarzinomen
verdanderte sich im Vergleich zu Kontrollen nicht. Der Zeitpunkt des Auftretens der
Mammakarzinome verdnderte sich hingegen. Dieser lag ca. 1,5 Monate vor den Kontrollen
(p = 0,0008). Die Autorlnnen vermuten aufgrund dieser Ergebnisse, dass p,p'-DDE die
Tumorgenese von Mammakarzinomen vorantreiben konnte, aber nicht verursacht. DDT
Exposition erfolgt iiblicherweise in Mixturen, weswegen einer Gruppe von Méusen Pellets,
die eine 2:1 Ratio von p,p'-DDE zu 0,p'-DDE enthielten (insgesamt 5 pg/Pellet), eingepflanzt
wurden. Ziel war es, eine eventuelle additive Wirkung auf die Tumorlatenz zu zeigen. Im

Vergleich zu Kontrollen kam es allerdings zu keiner Veranderung der Latenz (142).

3.1.3.1 Bulletpoints:

e p,p-DDE stimuliert die Proliferation von MCF-7 Zellen dosisabhingig (119,127).

e p,p-DDE zeigt eine ausgeprigte antiandrogene Aktivitdt, die stirker als die
Ostrogene Aktivitat ist (118).

e Das antiandrogene p,p'-DDE konnte {iber eine Deregulation der Crosstalks zwischen
AR und OR-a zur Proliferation von hormonsensitiven Zellen fithren (140).

e InMCF-7 Zellen fiihrt p,p'-DDE OR-abhiingig zur Transkription dstrogenabhingiger
Gene. Der Src/Ras/Erk-Pathway scheint wenig dazu beizutragen (127).

e p,p-DDE scheint die Invasivitdt von MCF-7 Zellen zu steigern und die von MDA-
MB-231 Zellen zu senken (122).

e p,p-DDE steigert die 160-Hydroxydstron/2-Hydroxydstron-Ratio in vitro und
hemmt die 2-Hydroxylase-Aktivitdt von CYP1A1 (131,141).

e p,p-DDE hemmt die progestron-inzuzierte Luziferaseaktivitit eines Reportergens,

bindet aber nicht an den PR (129).
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e In vivo konnte peripubertir verabreichtes p,p'-DDE im Rattenmodell zu einer

verkiirzten Latenzzeit bet Mammakarzinomen fiihren (142).

3.2 B-Hexachlorocyclohexan

B-HCH konnte Oz in kompetitiven Bindungsassays nicht vom OR verdriingen (120,143). Die
Verbindung fiihrt zu einer Transaktivierung des OR-o und OR-B (118). MCF-7 Zellen
proliferieren dosisabhéngig durch f-HCH Behandlung (119,120). Durch Hinzufiigen von j3-
HCH zu MCF-7 Zellen kommt es bereits bei Konzentrationen von 10® M zu einer
signifikanten Proliferation. Maximale Proliferation zeigte sich bei einer Konzentration von
10~ M. Behandlung von MDA-MB-231, MDA-MB-468 und HS578T Brustkrebszellen (alle
OR-negativ) mit 10 M B-HCH fiihrte zu keiner Proliferation. Das kénnte darauf hindeuten,
dass B-HCH intakte ORs benétigt, um die Zellproliferation zu stimulieren (120). 1 pM B-
HCH fiihrte in MCF-7 Zellen zu einer vermehrten Expression des Ostrogen-regulierten pS2
Gens. Die Expression konnte durch Zugabe von ICI 164,384, einem Antidstrogen, blockiert
werden (120). Hatakeyama et al. fiihrten mit MCF-7 Zellen und B-HCH ein Fokusassay
durch. Durch Inkubation der Zellen mit 10 nM bzw. 100 nM B-HCH kam es zu
Fokusbildungen (p < 0,05). Durch Zugabe von 4-Hydroxytamoxifen kam es zur
vollstdndigen Unterdriickung der Aktivitdt von B-HCH (p < 0,05). Zugabe von 9G6, einem
anti-c-Neu/erbB2-Rezeptor-Antikorper fiihrte zu einer signifikanten Hemmung der
Aktivitdt. Ein Erbl-Antikorper (Ab-1) konnte die Fokusbildung nicht signifikant hemmen
(144). Schliisselelemente des Signalpathways von p-HCH in MCF-7 Zellen stellen der OR-
a, MAPK und HER2 dar. MCF-7 Brustkrebszellen wurden 13 Monate lang mit 100 nM oder
1 uM B-HCH behandelt. Nach 13 Monaten zeigten die mit 1 pM oder 100 nM behandelten
Zellen im Vergleich zu Kontrollen signifikant mehr verankerungs-unabhiangiges Wachstum
(p <0,01). Das HER2-Level war im Vergleich zu Kontrollen bei beiden Konzentrationen
15-fach erhoht (p < 0,01). p42/44 MAPK (Erk1/2) und OR-o wurden downreguliert (jeweils
p < 0,01). Mit 1 nM O behandelte Zellen reagierten #hnlich, auBer dass es zu keiner
signifikanten Erh6hung des HER2-Levels kam (94).

B-HCH reguliert die Expression der strogenabhiingigen Gene pS2, PR, OR, BRCA1 und
CCNDI1 (Cyclin D1) in MCF-7 Zellen. 10° M B-HCH zeigte ein @hnliches, signifikantes
Expressionsprofil, wie es auch durch O, hervorgerufen wird (OR wurde downreguliert, die
iibrigen wurden upreguliert). Durch Ko-Inkubation mit einem Antiostrogen (ICI 182,780)

konnte die Transkription der dstrogenabhidngigen Gene fast vollstdndig unterdriickt werden.
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Das zeigt, dass ORs im Nukleus fiir die Transkription dieser Gene notwendig sind. Zu den
schnellen/ nicht-genomischen Reaktionen einer Zelle auf O, gehort die Aktivierung von Src,
die in weiterer Folge iiber den Src/Ras/Erk-Pathway zur Aktivierung von Erkl und Erk2
fiihrt. Dieser Pathway kann auch in Abwesenheit von Oz zur Aktivierung eines nukledren
Ostrogenrezeptors fiihren. B-HCH 107 M fiihrte zu einer statistisch signifikanten schnellen
Aktivierung/ Phosphorylierung von Src und Erk1/Erk2. Bemerkenswert dabei war, dass die
Aktivierung linger als die von O, induzierte anhielt. Zur Evaluierung des Einflusses von
diesem Pathway auf die Expression der oben genannten vier Gene wurde das Experiment
unter Zugabe eines Inhibitors der MEK1 (,,Erk activating Enzyme*‘) wiederholt. Durch B-
HCH induzierte Expression von pS2, BRCAl und PR wurde signifikant reduziert.
Umgekehrt kam es zu einer signifikant verringerten Downregulation der ORs. Die
Expression von CCND1 konnte nicht beeinflusst werden. Die Proliferation von MCF-7 BOS
Zellen, die mit einer konstanten Dosis B-HCH behandelt wurden, konnten durch den Erk-
Inhibitor dosisabhédngig signifikant reduziert, aber nicht vollkommen aufgehalten werden
(127). MCF-10AT]1 Zellen, die mit 1 uM B-HCH inkubiert wurden, zeigten eine signifikant
erhohte Expression der Proto-Onkogene HER2, Cyclin D1 und p27. Zudem zeigten sich
MMP12 und MMP13, der Inflammationsmarker NFkB sowie die Zellstatusmarker IGF-1R
und CK19 signifikant erhoht. MMTV-Maduse iiberexprimierten HER2 und entwickelten im
Alterungsprozess Brusttumore. Weibliche MMTV-Méiusen wurden ab dem Alter von sechs
Wochen monatlich insgesamt viermal mit 33 mg/kg B-HCH injiziert. Im Vergleich zu den
Kontrollen kam es zu einem fritheren Auftreten von Tumoren (ca. acht Wochen) und zu

einer erhohten Inzidenzrate (ca. 25 %) (145).

3.2.1 Bulletpoints:

e B-HCH bindet nicht an den OR, zeigt aber eine Transaktivierung des OR-o und -p.
Die 6strogen-kompetenten MCF-7 Zellen proliferieren im Gegensatz zu OR-
negativen Brustkrebszellen unter dem Einfluss von B-HCH dosisabhingig
(118,120,143).

e In MCF-7 Zellen induziert B-HCH ein dhnliches Genexpressionsprofil wie O> und
aktiviert den OR {iber den Src/Ras/Erk-Pathway in MCF-7 BUS Zellen (127).

e OR-a, MAPK und HER?2 stellen Schliisselstellen des Pathways der Chemikalie in
MCEF-7 Zellen dar (94).

e [-HCH induziert verankerungs-unabhingiges Wachstum (94).
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e [B-HCH fiihrt in MMTYV Mdéusen zu einer verkiirzten Tumorlatenz und einer erhohten

Inzidenzrate (145).

3.3 Dieldrin

Im E-Screen-Assay von Soto et al. zeigte Dieldrin erst ab 10 uM 6strogene Effekte im Sinne
einer signifikanten Proliferation von MCF-7 Zellen. In einer Konzentration hoher als 10 uM
hatte Dieldrin eine toxische Wirkung. Die dstrogene Potenz des Pestizids war dabei um sechs
Zehnerpotenzen geringer als die von O, und somit vergleichbar mit der Potenz von
technischem DDT (146). In einem anderen Experiment konnte Dieldrin erst ab 50 uM eine
signifikante Zellteilung in MCF-7 Zellen induzieren (147). Andersen et al. konnten bereits
bei einer Dosis von 5 uM eine signifikante Proliferation von MCF-7 BUS Zellen und OR-
Transaktivierung messen. Der maximale Effekt lag bei 25 uM. Toxische Effekte hatte
Dieldrin ab Konzentrationen iiber 25 uM. Zudem zeigte sich Dieldrin als schwaches
Antiandrogen mit messbaren Effekten bei 20 uM (148). Im Transaktivierungs-Assay von
Kojima et al. induzierte Dieldrin eine Transaktivierung des OR-a, aber nicht des OR-p.
Zudem konnten die Autorlnnen antiandrogene Aktivitdt messen. Wéhrend die Ostrogene
Aktivitat im GroBenbereich von p,p'-DDE zu liegen scheint, war die antiandrogene Aktivitit
in diesem Experiment um eine Zehnerpotenz geringer als die von p,p-DDE (118). Im
Gegensatz dazu konnten Lemaire et al. zeigen, dass Dieldrin eine schwache antidstrogene
Wirkung am OR-p hat. Das Pestizid konnte in einem kompetitiven Bindungsassay bei einer
Dosierung von 10 uM (aber nicht darunter) die Bindung von O, an den OR-B signifikant
hemmen (117). Dieldrin konnte in einem anderen kompetitiven Bindungsassay hingegen bis
10 uM nicht an den OR binden, hatte aber bei 10 uM eine schwache 6strogene Wirkung in
einem Fokusassay mit MCF-7 Zellen (149). Auch in einem Bindungsassay von
Ramamoorthy et al. konnte Dieldrin bis 10° M nicht an den OR binden und auch keine
Proliferation oder CAT-Aktivitidt an Ostrogen-responsiven Plasmiden in MCF-7 Zellen
auslésen (108-10° M). In einem Reportengen-Assay in Hefe-Zellen konnte Dieldrin
ebenfalls keine OR-mediierte B-Galactosidase-Aktivitit induzieren (150). Dieldrin (1-60
uM) konnte in T-47D Adenokarzinomzellen in einem Reportergen-Assay
Luziferaseaktivitdt induzieren. 50 % der dstrogenen Aktivitit wurden bei 24 uM gemessen,
das Maximum lag bei 60 uM (151). HBEC Zellen wurden mit Dieldrin (3, 6, 13, 25 und 50
uM) fiir 90 min behandelt. Ab 13 uM kam es zu einer signifikanten dosisabhédngigen
Hemmung der GJIC. Dieldrin 25 uM induzierte auch nach 24 Stunden noch eine signifikante
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Hemmung der GJIC. Die gleiche Konzentration induzierte eine Hyperphosphorylierung von
Connexin43 und einen Verlust von Connexin43-Membranplaques. Es kam zu keiner
Verdanderung der Connexin43-mRNS-Level (Dieldrin 3 und 25 uM). Verdanderungen der
GJIC wurden mit Progression der Karzinogenese assoziiert (139). Dieldrin (5 und 10 uM,
aber nicht 1 uM) steigerten die Resistenz von MDA-MB-231 Zellen gegeniiber Anoikis in
vitro signifikant. Anoikis ist eine Form von Apoptose, die durch unzureichende Verankerung
von Zellen ausgelost wird (152). Dieldrin 10 uM fiihrte in MELN Zellen (stammen von
MCF-7 Zellen, exprimieren den OR-0) zu einer signifikant erhdhten Expression des VEGFs,
die durch das Antiostrogen ICI 182,780 vollstindig gehemmt werden konnte. Ein MEK-
Inhibitor (Erk1/2), ein PI3-K/Akt-Inhibitor und ein p38-Kinase-Inhibitor konnten die
VEGF-Induktion hemmen. Das weist darauf hin, dass die VEGF-Expression in MELN
Zellen OR-a-abhingig ist und sie von verschiedenen Kinase-Pathways reguliert werden
konnte. p38 scheint nur von Dieldrin und nicht von O bei der VEGF-Regulation verwendet
zu werden. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass Dieldrin und O einerseits gemeinsame
und andererseits auch verschiedene Pathways zur VEGF-Regulation in MELN Zellen
verwenden. VEGF fordert die Angiogenese von Brusttumoren in vivo (153).

Sprague-Dawley-Ratten wurden mit einer einzigen Dosis 38 mg/kg Dieldrin behandelt. Es
kam zu einer signifikant erhohten Expression von CYP1A1, CYP1A2 und CYP1BI in der
Brustdriise der Ratten (p < 0,05). Die Induktion von CYP1A1 und CYP1A2 war mit der
Bildung von 2-Catecholdstrogenen assoziiert, die von CYP1BI1 mit der Bildung von 4-
Catecholdstrogenen. Die Induktion von CYP1A1 und CYP1A2 war signifikant hoher als die
Induktion von CYPI1BI. Passend dazu war die 2-Hydroxylierung signifikant hoher als die
4- und die 160-Hydroxylierung (p < 0,05) (154). Die Nachkommen von FVB/N-TgMMTV-
neu-Madusen, die vor der Empfingnis fiinf Tage lang mit 0,45, 2,25 oder 4,5 ng/g KG
Dieldrin tiglich und wihrend des Sdugens einmal wochentlich behandelt wurden, wurden
auf die Entwicklung von Mammatumoren untersucht. Nur die hochste Dieldrin-
Konzentration konnte nach 22 Wochen eine signifikant erhohte Tumorzahl und ein

signifikant erhéhtes Tumorvolumen in den Nachkommen induzieren (155).

3.3.1 Bulletpoints

e Dieldrin wirkt am OR-a agonistisch und am AR antiandrogen (118,148). Am OR-f
zeigte Dieldrin in zwei verschiedenen Assays einmal eine antidstrogene Wirkung

und einmal keine Wirkung (117,118).
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e Die 6strogene Potenz von Dieldrin in MCF-7 Zellen ist im Vergleich zu der von
Ostradiol 10° Mal geringer (146).

e Dieldrin steigert die Anoikis-Resistenz in OR-negativen MDA-MB-231
Brustkrebszellen (152).

e Diedrin induziert OR-abhiingig VEGF in vitro. PI3-K/Akt, Erk1/2 und p38 scheinen
in die Regulation von VEGF involviert zu sein. Dabei scheint Dieldrin sowohl
Pathways zu aktivieren, die auch von O bei der VEGF-Regulation aktiviert werden,
als auch solche die nicht von O, aktiviert werden (153).

e Dieldrin fiihrt in hoher Dosierungen zur Induktion von CYP1A1 und CYPIBI in der
Brustdriise von Sprague-Dawley-Ratten (154). Die Nachkommen von Méusen, die
vor der Empfangnis und wihrend des Sdaugens mit Dieldrin (4,5 pg/g KG) behandelt
wurden, zeigten eine erhdhte Brusttumorinzidenz und ein erhdhtes Tumorvolumen
(155).

e Dieldrin hemmt GJIC in HBEC und fiihrt zu einem Verlust von Connexin43-

Membranplaques (139).

3.4 Methoxychlor:

Methoxychlor zeigt 6strogene Aktivitit in MCF-7 Zellen (156—158). Sowohl in einem MCF-
7-Proliferations-Assay (E-Screen) als auch in einem hefebasierten Assay zeigte sich die
Ostrogenitiit des Pestizids 10° Mal bzw. 10’ Mal geringer als die von Oz (159). In einem
Transaktivierungs-Assay von Lemaire et al. wirkte Methoxychlor als Agonist am OR-a und
als Antagonist am OR-B. Methoxychlor (10 uM und 3 uM, aber nicht 1 uM) konnte in einem
kompetitiven Bindungsassay O vom OR-P in signifikantem AusmaR verdringen (117).
Auch im Transaktivierungs-Assay von Kojima et al. zeigte Methoxychlor Agonismus am
OR-0 und Antagonismus am OR-B und am AR. Der Agonismus am OR-a war am stiirksten
ausgeprigt (118). Um pS2-mRNS in MCF-7 Zellen zu induzieren, wurden Methoxychlor-
Konzentrationen benétigt, die 10°-10° Mal hoher waren als die von O, mit 10° M.
Methoxychlor induzierte auch die Expression von al-Antichymotrypsin und unterdriickte
die der Monoaminooxidase-A und des ,transforming growth factor“-f3 (TGF-B3) (alle
ostrogenreguliert). Diese Effekte scheinen durch den OR-o induziert zu werden (160). In T-
47D Brustkrebszellen konnte Methoxychlor in einem Reportergen-Assay ab 600 nM
Luziferaseaktivitit induzieren. Maximale Aktivitdt wurde bei 30 uM gemessen (151).

Methoxychlor fiihrte bei einer Konzentration von 10~ M, nicht aber bei 10 oder 107 M zu

einer signifikanten Proliferation von MCF-7 Zellen. 10 M des Pestizids fiihrten in MCF-7
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Zellen zu einer signifikanten Downregulation von p21, aber keiner Upregulation von Cyclin
DI. Die Proliferation und die transkriptionelle Regulation von p21 durch Methoxychlor
scheint, zumindest teilweise, OR-a-abhingig zu sein. Die Autorlnnen postulieren, dass
Methoxychlor die Gi/S-Transition in vitro iiber OR-a vorantreiben kénnte (161).
Methoxychlor aktiviert als nicht-planares Pestdizid den OR-o nicht iiber die AF-1 und AF-
2 (siehe Kapitel 1.3.1.1), sondern durch Interaktion der Aminosduren Asp-351 und Asp-538
mit AF1. Dadurch konnte der OR-a eine Konformation einnehmen, die nicht der O,-
induzierten entspricht. Durch die unterschiedlichen Konformationen konnte es zu einer
potentiell gewebe-selektiven Modulation des OR durch Methoxychlor kommen (157). In
einem kompetitiven Bindungsassay konnte Methoxychlor bis zu einer Konzentration von 10

uM weniger als 50 % O, vom GPER verdriingen (65).

3.4.1 Bulletpoints

e Methoxychlor iibt eine 6strogene Aktivitdt in MCF-7 Zellen aus (151,156-159).

e Methoxychlor wirkt agonistisch am OR-a und antagonistisch am OR-B (117,118).

e Methoxychlor induziert Proliferation und Downregulation von p21 in MCF-7 Zellen
(161).

e Methoxychlor aktiviert den OR-a durch Interaktion der AF-1 mit Asp-351 und Asp-
538 anstelle von AF-2. Dadurch konnte es zur Konformationsverinderung des OR

kommen, die nicht der von O, induzierten entspricht (157).

3.5 Chlordan:

Chlordan 10 uM fiihrt zu einer Transaktivierung des OR-o, und - (117). Auch Kojima et al.
konnten zeigen, dass sowohl cis- als auch trans-Chlordan den OR-o und -B transaktivieren.
Zudem konnte ein schwacher Antagonismus am AR objektiviert werden (118). Chlordan 10
7'M konnte Proliferation von MCF-7 Zellen hervorrufen. Durch Zugabe von IGF-I konnte
diese nicht weiter gesteigert werden (162). Technisches Chlordan 10 uM hingegen konnte
in MCF-7 Zellen keine Proliferation induzieren (163). Genauso wenig konnte Chlordan 100
nM eine Fokusformation von MCF-7 Zellen hervorrufen. In zellfreien Konditionen konnte
Chlordan (1 und 100 nM) HER2 nicht aktivieren (125). Technisches Chlordan (10°-10 M)
konnte in einem hefebasierten OR-Transaktivierungs-Assay keine B-Galactosidase-Aktivitit

induzieren (150). In einem Reportergen-Assay in T-47D Zellen konnte Chlordan (1-10 uM)
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Ostrogene Aktivitit induzieren. Maximale Luziferaseaktivitidt wurde bei 10 uM gemessen,
50 % bei 6,2 uM (151). Chlordan wirkt als Antagonist am ERRa-1. Dieser Rezeptor wird
auch ,,Orphan‘“-Rezeptor genannt, da er keinen Agonisten hat. Es besteht eine hohe
Sequenzhomologie zum OR-a, trotzdem bindet er keine Androgene oder Ostrogene. In
einem ERRa-1-Transfektions-Experiment mit der SK-BR-3 Brustkrebszelllinie konnte
Chlordan 10 uM die ERRa-1-induzierte CAT-Aktivitét signifikant reduzieren (164).

3.5.1 Bulletpoints

e Chlordan transaktiviert den OR-o und -p (117,118).
e Chlordan wirkt als Antagonist am ERRa-1 (164).

e Chlordan zeigt in einigen Experimente Ostrogene Aktivitiat (151,162), in anderen

hingegen nicht (125,151,163).

3.6 Endosulfan

Endosulfan-o, -B und technisches Endosulfan fiihrten ab 10 uM zur Proliferation von MCF-
7 Zellen (146). Auch in einem Assay von Wade et al. konnte technisches Endosulfan
Zellteilung von MCF-7 Zellen bei 10 und 50 uM, aber nicht bei 2 oder 0,4 uM induzieren.
Das Antiostrogen ICI 164,384 konnte die hervorgerufene Zellteilung signifikant hemmen
(147). Technisches Endosulfan fiihrte hingegen bei Andersen et al. bereits bei 1 uM zu einer
signifikanten Proliferation und OR-Transaktivierung in MCF-7 Zellen, mit einem Maximum
bei 25 uM. Bei Ko-Inkubation mit O potenzierte Endosulfan (im Gegensatz zu Dieldrin)
die Wirkung des Hormons. Endosulfan zeigte eine schwache antiandrogene Wirkung bei 20
uM (148). Um pS2-mRNS in MCF-7 Zellen zu induzieren, wurden Konzentrationen an
Endosulfan benétigt, die 10°-10° Mal héher waren als die von O (160). In einem Fokusassay
mit MCF-7 Zellen zeigten Endosulfan-a und - bei 10 uM (aber nicht darunter) eine
schwache 6strogene Wirkung. Bei Ko-Inkubation mit O, konnten die Isomere die durch
Ostradiol 1 nM induzierten Fokusse nicht beeinflussen. In einem kompetitiven
Bindungsassay konnten die Isomere (bis 10 pM) nicht an den OR binden (149). Bei Cossette
et al. proliferierten MCF-7 Zellen bei einer Dosierung von 10°-10® M Endosulfan
(Isomerenverhéltnis nicht angegeben). Die maximale Zellteilung lag bei 10”7 M. Durch Ko-
Inkubation mit IGF-I kam es zu einer weiteren signifikanten Steigerung der Proliferation
(162). Endosulfan 10 puM (Isomerenverhiltnis nicht angegeben) induzierte eine
Transaktivierung des OR-a und wirkte antagonistisch am OR-B. 10uM jedoch nicht 3 oder
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1 uM konnten in einem Bindungsassay die Bindung von O an den OR- signifikant hemmen
(117). In T-47D Adenokarzinomzellen konnte Endosulfan (1-10 uM) Luziferaseaktivitét in
einem Reportergen-Assay induzieren. Maximal war die ERE-Luziferaseaktivitét bei 10 uM,
50 % Aktivitit konnte bei 5,9 uM gemessen werden (151). In einem hefebasierten
Reportergen-Assay konnte Endosulfan 10* M eine 2000-fache Steigerung der P-
Galaktosidase-Aktivitét hervorrufen (150). Endosulfan-a fiihrt zu einer Transaktivierung des
OR-a und-B und iibte eine antiandrogene Wirkung aus. Dabei war die Transaktivierung OR-
o um eine Zehnerpotenz stirker als die des OR-B und die antiandrogene Aktivitit.
Endosulfan-B induzierte eine Transaktivierung des OR-p und zeigte antiandrogene Aktivitiit,
konnte aber keine Transaktivierung des OR-o hervorrufen (118).

Bradlow et al. konnten zeigen, dass Endosulfan-o und -p (jeweils 10° M) die Ratio der
Ostrogenmetaboliten 16a-Hydroxyostron/ 2-Hydroxyostron in MCF-7-
Mammakarzinomzellen signifikant erhohte. Die beiden Isomere fiihrten zu einer Abnahme
von 2-Hydroxyostron und einer signifikanten Zunahme von 16a-Hydroxyostron (131).
Passend dazu konnten 10 pM Endosulfan-a die basale und Dioxin (TCDD)-induzierte
CYPIA1-mRNS in MCF-7 und T-47D Zellen signifikant senken, ohne Einfluss auf die
CYP1BI1 Level zu nehmen. Aullerdem kam es zu einer signifkanten Hemmung der basalen
und TCDD-induzierten CYP1A1-Promoteraktivitdt in MCF-7 Zellen, nicht aber zu einer
Hemmung der Promoteraktivitit von CYPIB1. Durch Zugabe des Antiostrogens ICI
172,780 wurde die Wirkung von Endosulfan-a groftenteils aufgehoben. Das zeigt, dass
Endosulfan-a durch Hemmung der CYP1AI1-Aktivitdt, ohne die CYPIBI1 Aktivitit zu
beeinflussen, einen Shift im Ostrogenmetabolismus verursachen konnte bzw. die
CYP1A1/CYP1B1-Ratio verdndern konnte (165). Wie bereits im Kapitel 1.3 beschrieben,
kann der OR neben dem klassischen Pathway auch iiber andere Transkriptionsfaktoren wie
SP-1 oder AP-1 zur Genexpression fiihren. In MCF-7 Zellen, in denen pSP13 und OR-o,
exprimiert wurde, konnte Endosulfan (Isomerenverhéltnis nicht angegeben) (25, 50 und 75
uM) in allen Dosierungen eine signifikante Sp/OR-a-Luziferaseaktivitit induzieren. Statt
dem Wildtyp wurden die OR-o Varianten OR-aAZF1, OR-aAZF2, OR-a(1-553) oder OR-
a(1-537) exprimiert. Diese Varianten weisen eine Deletion des Zinkfinger 1, des Zinkfinger
2, der F-Doméne und Teile der E-Doméne mit der F-Domaéne respektive auf. Endosulfan
konnte bei allen eine signifikante OR-a (Variante)/Sp-Luziferaseaktivitit induzieren.
Interessant dabei ist, dass O, durch alle Varianten auBer OR-0(1-537) eine Aktivitit
induzieren konnte. Dieser Rezeptorvariante fehlt die Helix-12, die fiir die Interaktion

zwischen OR-a und Ko-Aktivatoren eine wichtige Rolle spielt. Wihrend 4-
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Hydroxytamoxifen und ICI 182,780 nur beim Wildtyp, OR-a(1-553) und OR-0(1-537), eine
Luziferaseaktivitdt induzieren konnten. In MDA-MB-231 Zellen zeigte sich ein dhnliches
Muster. Das bedeutet, dass Endosulfan, Ostrogene und Antidstrogene OR-a Wildtyp/SP-
Interaktionen bzw. OR-o Varianten/SP-Interaktionen in MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen
auf unterschiedliche Weise aktivieren. Endosulfan verhilt sich je nach exprimierter OR-0-
Variante ostrogen- bzw. antiostrogen, wie auch ein SERM. Die AutorInnen postulieren, dass
in diesem Fall Transaktivierungs-Assays und OR-Bindungsassays zur Charakterisierung der

Pestizide nicht ausreichen (166).

3.6.1 Bulletpoints

e Endosulfan induziert Proliferation, pS2-Expression und Fokusbildung in MCF-7
Zellen (146-149,162).

e Endosulfan-a transaktiviert den OR-a und -B. Endosulfan-p transaktiviert nur den
OR-B (118). Bei Lemaire et al. hingegen zeigt Endosulfan (Isomerenverhiltnis
nicht angegeben) Agonismus am OR-o und Antagonismus OR-B (117).

e Endosulfan-o und -f zeigen eine schwache antiandrogene Wirkung (118,148).

e Endosulfan-a und - steigern die 16a-Hydroxyostron/ 2-Hydroxydstron.Ratio in
MCEF-7 Zellen. Endosulfan-a senkt in MCF-7 Zellen die CYP1ATI-mRNS und
Promoteraktivitdt, ohne die von CYP1B1 zu beeinflussen (131,165).

e Endosulfan konnte wie ein SERM wirken (166).

3.7 Hexachlorbenzol

In den OR-negativen MDA-MB-231 Zellen konnte HCB (0,005, 0,05, 0,5 und 5 uM) keine
gesteigerte Proliferation induzieren. In OR-positiven MCF-7 Zellen hingegen konnten 0,005
und 0,05 pM, aber nicht die beiden hoheren Dosierungen eine signifikante Proliferation
induzieren. Diese HCB-induzierte Proliferation konnte durch den OR-o-Antagonist ICI
182,780 génzlich unterdriickt werden. Die Autorlnnen schlieBen daraus, dass die
Proliferation von MCF-7 Zellen unter HCB nicht dosisabhingig, sondern OR-a-abhingig
sein konnte. Zudem wurde der IGF-I-Signalpathway in MCF-7 Zellen untersucht. Die beiden
geringeren Konzentrationen konnten signifikant erhdhte IGF-IR und Insulin Rezeptor (IR)
Levels induzieren. Alle Dosierungen fiihrten zu einer signifikanten dosisabhidngigen

Steigerung des ,,Insulin receptor substrate 1 (IRS)-1. ICI 182,780 konnte das HCB
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beeinflusste IGF-I Signaling signifikant hemmen, was auf eine Aktivierung durch OR-a in
MCF-7Zellen hindeuten konnte. 0,005 uM HCB fiihrte im Gegensatz zu 5 uM in MCF-7 zu
einer Phosphorylierung der c-Src Kinase, des OR-a. und zu einer Downregulation des OR-
a. Die beiden hoheren Dosierungen (0,5 und 5 uM) fiihrten in den MCF-7 Zellen zu einer
signifikant vermehren Expression von CYP1A1 (AhR-mediiert) und zu einer signifikant
gesteigerten Apoptoserate (167).

HCB fiihrte konzentrationsabhingig (0,005, 0,05, 0,5 und 5 puM) zu Zellzyklus-
Verdanderungen in MCF-7 Zellen. 5 uM HCB verzogerte signifikant den Eintritt der Zellen
in die S-Phase (vs Kontrollen und vs 0,005 uM) und fiihrte zu einer vermehrten Assoziation
von p27 mit Cyclin E und von Cyclin E mit CDK2. Ein Hinweis darauf, dass 5 uM HCB zur
vermehrten Assoziation des p27-Cyclin-E-CDK2-Proteinkomplexes, der den Zellzyklus
hemmt, fiihren konnte. Zudem kam es zu einer Reduktion der c-Src Expression und der
nukledren Lokalisation von p27. 0,005 uM HCB hingegen induzierte signifikant hohere
Level an Cyclin D1. 0,005, 0,05, 0,5 uM induzierten alle eine signifikant vermehrte p27/c-
Src-Interaktion und reduzierten die Lokalisation von p27 im Nukleus. Keine der getesteten

Konzentrationen konnte Cyclin E oder p27 induzieren (168).
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Abb. 10. Zellzyklus Modulation durch HCB in MCF-7 Zellen:

(Reproduziert von (169) mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) Mogliche Pathways der HCB-
induzierten Zellzyklusregulation in MCF-7 Zellen. Die c-Src-p27 Komplexbildung fithrt zu weniger p27 im
Nukleus. Dadurch kann p27 den Cyclin-E-CDK2-Komplex nicht bzw. in geringerem Ausmalfl hemmen und es

zu kommt zu einer Zellzyklus-Progression (168).

HCB fiihrte zu vermehrter Migration und Invasion in den OR-a-negativen MDA-MB-
231Brustkrebszellen. Die Zellen wurden mit (0,005, 0,05, 0,5 und 5 uM) HCB behandelt.
Im ,,wound-healing* Assay fiihrten 0,05, 0,5 und 5 uM zu signifikant vermehrter Migration.

Im Transwell-Assay induzierte nur die Konzentration 5 uM eine signifikante Migration.
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Diese konnte durch Inhibitoren des AhR, c-Src und HER1 jeweils unterdriickt werden, was
darauf schlieen ldsst, dass diese Pathways an der Migration beteiligt sein konnten. HCB
induzierte c-Src-Aktivierung signifikant und dosisabhéngig in allen Dosierungen. Bei 0,05,
0,5 und 5 uM HCB kam es zu einer signifikanten dosisabhingigen Steigerung der
Phosphorylierung von HER1 und Erkl/2 und zu einer signifikant vermehrten
Phosphorylierung der STATSb. Durch Ko-Inkubation mit 0,5 pM HCB und dem c-Src-
Inhibitor PP2 oder dem HER1-Inhibitor AG1478 konnte gezeigt werden, dass nur HER1
und nicht c-Src in die Phosphorylierung von Erk1/2 involviert sein konnte, beide aber
STATS5b aktivieren. Der AhR-Inhibitor 4,7-Orthophenanthrolin konnte die Erk1/2 bei 5 uM
HCB, aber nicht bei 0,05 uM signifikant hemmen. Die STATS5b-Aktivierung hingegen
konnte bei 0,05 und 5 uM durch den AhR-Inhibitor gehemmt werden. Zusammengefasst
zeigt das, dass HCB die HER1/Erk1/2 und c-Src/HER1/STATS5b Pathways in MDA-MB-
231 Zellen iiber AhR-abhingige und AhR-unabhingige Wege aktiviert konnte (170).

In MDA-MB-231 Zellen kam es zu einer signifikanten Aktivierung und Sekretion der
MMP?9 bei 0,05, 0,5 und 5 pM HCB. Die Dosierung 5 pM HCB fiihrte zu einer signifikanten
Steigerung der mRNS von MMP9 und MMP2. Sowohl der c-Src (PP2) und der HER1
(AG1478) Inhibitor konnten bei Ko-Inkubation mit 5 uM HCB die Steigerung von
intrazelluldren Proteinlevels von MMP9 vollstindig verhindern, aber nur der HER 1 Inhibitor
konnte die durch HCB induzierte Aktivierung und Sekretion hemmen. Aus diesen
Ergebnissen schlieen die Autorlnnen, dass c-Src und HER1 an der HCB-induzierten
Expression von MMP9, aber nur HER1 an der Aktivierung und Sekretion derselben beteiligt
sein konnten. Durch die beiden AhR-Inhibitoren a-NF und 4,7 PHE konnte gezeigt werden,
dass AhR in die durch HCB ausgeloste Expression von MMP2 sowie Sekretion und
Aktivierung von MMPO involviert sein kdnnte (171).

Sprague-Dawley-Ratten wurden mit N-nitroso-N-methylurea (NMU) (50 mg/kg KG im
Alter von 50, 80, und 110 Tagen) und HCB (100 mg/kg KG drei Mal wochentlich insg. 1800
mg/kg KG) ab dem 65. Lebenstag behandelt. Die Ratten der NMU+HCB Gruppe
entwickelten liber den Beobachtungszeitraum signifikant mehr Tumoren pro Ratte und
signifikant groBBere Tumoren als die NMU Gruppe. Die Gruppen, die nur mit HCB behandelt
wurden, entwickelten keine Tumoren. Die Tumorlatenzzeit wurde durch die HCB-
Applikation  nicht  verdndert. IGF-IR  spielt eine  wichtige Rolle im
Brustkrebstumorwachstum. IGF-IR-, IRS-I- und IR-Level sowie IRS-I-Phosphorylierung in
den nur mit HCB behandelten Brustdriisen waren im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen

signifikant erhoht. In den Tumoren (NMU+HCB) hingegen fithrte HCB im Vergleich zu den
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mit NMU behandelten Ratten zu einer signifikanten Reduktion der IGF-IR-Proteinlevel und
der IRS-I-Phosphorylierung, wéahrend die IR- und IRS-I-Level nicht signifikant verandert
wurden. In der NMU-+HCB Gruppe verhielten sich die IGF-IR-Level gegensétzlich zur HCB
Gruppe. Die Autorlnnen schlieen daraus, dass HCB ein Ko-Karzinogen ist und dass der
IGF-IR- und/ oder der IR-Signalpathway an der Wirkung von HCB beteiligt sein kdnnten
(172).

Zur weiteren Beforschung wurden weibliche Sprague-Dawley-Ratten wie oben beschrieben
behandelt. Die Ratten wurden in vier Gruppen eingeteilt: Kontrollen, HCB, NMU und
HCB+NMU. Wieder kam es in der HCB Gruppe zu keiner Tumorentwicklung, auch die
Latenzzeit wurde nicht verdndert. In der NMU+HCB Gruppe kam es zu einer erhohten
Tumorinzidenz. Bei der histopathologischen Untersuchung der Brustdriisen zeigten sich in
der HCB Gruppe vermehrt hyperplastische Ducti, eine erhohte Anzahl an ,,terminal end
buds“ (TEBs), vermehrte Proliferation der Ducti und eine erhohte Anzahl von Nuclei im
Stroma. HCB fiihrt in der Brustdriise zu signifikant erhohter c-Src-Konzentration und c-Src-
, OR-0-, Erk1/2-, STAT5b-Phosphorylierung. AuBerdem zeigten sich signifikante c-
Src/HER1- und c-Src/OR-o-Interaktionen im Vergleich zu unbehandelten Ratten. In der
HCB+NMU Gruppe fiihrte HCB zu einem erhohten Anteil an Tumoren mit mittel- und
hochgradiger Nekrose, aber auch an Tumoren mit moderater oder schlechter Differenzierung
(vs. NMU), zudem waren die Tumoren von mehr Mastzellen umgeben. c-Src-Konzentration
und Phosphorylierung waren in Tumoren (NMU+HCB und NMU) signifikant hoher als in
der unbehandelten Kontrollgruppe. In NMU+HCB Tumoren waren die Phosphorylierung
von c-Src, HER1, AKT, STATS5b und die Interaktion von c-Src/HER1 im Vergleich zur
NMU Gruppe signifikant erhoht. Wie bereits oben erwihnt, fiihrte HCB zu einer
signifikanten Steigerung der Phosphorylierung des OR-a und der OR-a/c-Src-Interaktion.
Kurioserweise kam es in HCB+NMU Tumoren zu einer signifikanten Reduktion an
phosphoryliertem OR-a, Erk1 und Erk2 sowie zu einer signifikanten Verringerung der OR-
a/c-Src-Interaktion (wieder im Vergleich zur NMU Gruppe). Die Autorlnnen vermuten, dass
dies durch den Feedbackmechanismus entstehen konnte. Sie postulieren, dass HCB in der
Brustdriise eine dstrogene Mikro-Umgebung schaffe, die iiber OR-a und Erk zu den oben
beschriebenen prianeoplastischen Verdnderungen in der Brustdriise fiihren konnte. Im
Gegensatz dazu scheint HCB in der HCB+NMU Gruppe einen antidstrogenen Effekt, der
zur malignen Transformation fithren konnte, auszuiiben. Zusammenfassend ldsst sich sagen,
dass HCB zu tiefgreifenden histologischen Verédnderungen in der Brust fiihrt (173).

Delisle et al. behandelten weibliche Sprague-Dawley-Ratten mit HCB 100 mg/kg an fiinf
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aufeinanderfolgenden Tagen oder zwei Mal pro Woche fiir 50 Tage. Intention der
AutorInnen war sowohl akute als auch chronische Exposition zu simulieren. Nach insgesamt
50 Tagen wurden die Brustdriisen beider Gruppen untersucht. 45 Tage nach der akuten
Exposition konnten keine Verdnderung der junktionalen Proteine (Connexin43, E-Cadherin,
B-Catenin) und Akt- sowie p-Akt-Level objektiviert werden. Nach chronischer Exposition
hingegen kam es zu einer signifikanten Zunahme der Akt-, aber nicht der p-Akt-Level sowie
zu einer signifikanten Abnahme von Connexin43, nicht aber der anderen beiden
Junktionalen Proteine. Die Abnahme der Connexin43-Level nach chronischer HCB
Exposition in vivo zeigte keinen Zusammenhang mit p-Akt (174).

In einem MDA-MB-231 Xenograftmodel mit weiblichen ,,Swiss Nude Mice* wurde der
Einfluss von HCB auf MDA-MB-231 Zellen in vivo untersucht. Die Mduse wurden mit
HCB (0,3, 3 und 30 mg/kg KG) behandelt. 0,3 und 3 mg/kg fiihrten im Vergleich zu
Kontrollen zu einer signifikanten Steigerung des Tumorvolumens und -gewichtes. Die
Verabreichung in allen drei Konzentrationen filihrte zu einer signifikant vermehrten c-Src-
Phosphorylierung, aber zu keiner Steigerung der totalen c-Src-Konzentration. Die
Dosierungen 3 und 30 mg /kg fiihrten zu signifikant gesteigerter Phosphorylierung von
HERI und STATS5b. Alle drei Dosierungen induzierten signifikant hoheren totale HER1-
und STATS5b-Levels. Die Erk1/2-Phosphorylierung und die totalen nukledren Level wurden
durch alle verabreichten Dosierungen signifikant erhoht. Zudem kam es bei allen
Konzentrationen zu signifikant erhohten MMP9- und MMP2-Proteinlevels. Im in vivo
MDA-MB-231-Xenograftmodel entwickelten zu wenige Méiuse Metastasen flir ein
statistisch  signifikantes Ergebnis. In weibliche BALB/c-Miuse wurden C4-HI-
Mammakarzinome transplantiert. Wie oben kam es bei (0,3 und 3 mg/kg KG) HCB zu einer
signifikanten Zunahme des Tumorvolumens und -gewichtes. Beide Konzentrationen fiihrten
im Vergleich zu Kontrollen zu einer statistisch signifikanten Erhéhung von
Lungenmikrometastasen. Die geringere Dosierung (0,3 mg/kg KG) fiihrte zudem zu einer
statistisch signifikanten Erhohung von Lebermikrometastasen. Die Dosierung 30 mg/kg KG
hatte auf keine der in diesem Modell gemessenen Parameter einen Effekt. Zusammengefasst
schlieBen die AutorInnen aus diesen Ergebnissen, dass HCB ein Risikofaktor fiir die
Brustkrebsprogression sein konnte (171). Die gleiche Gruppe fand in einer weiteren Studie
auch Hinweise darauf, dass HCB die Angiogenese im Maus-MDA-MB-231-
Xenograftmodel fordern konnte. In dieser Studie wurden ebenfalls die Konzentrationen 0,3,
3 und 30 mg/kg KG (drei Mal pro Woche fiir vier Wochen) verwendet. Die Dosierungen 3
und 30 mg/kg fiihrten zu einer signifikanten Induktion von Blutgefden. HCB induzierte in
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»human microvascular endothel cells* (HMEC) Migration iiber die COX-2, den AhR und
VEGF-Rezeptor-2 (175).

HCB konnte tiber den TGF-f1 Pathway zur HCB induzierten Migration und Invasion von
MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen beitragen (Abb. 11). Sowohl HCB 5 und 0,05 uM,
als auch TGF-B1 fiihrten zu einer signifikanten Abnahme von AhR-mRNS in den Zellen.
Ein Inhibitor des TBRI konnte die HCB induzierte Reduktion der mRNS autheben, was zeigt,
dass dieser HCB-induzierte Vorgang TGF-B1-abhingig sein konnte. HCB 0,005, 0,05, 0,5,
und 5 puM fiihrten zu einer signifikanten dosisabhidngigen Steigerung der TGF-B1-
Expression und aktivierten TGF-B1 in allen Dosierungen signifikant. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die Wirkung des TGF-f1 Smad3-abhingig und Smad3-unabhdngig sein
konnte. So erhoht HCB in allen vier Dosierungen signifikant und dosisanhidngig die
Phosphorylierung von Smad3. Es kam aber auch in den Dosierungen (0,05, 0,5 und 5 uM)
zur signifikanten Phosphorylierung von p38 und JNK, die beide zum Smad-unabhingigen
Pathway gehoren. Uber einen AhR- und einen c-Src-Inhibitor konnte gezeigt werden, dass
die Smad3-Phosphorylierung Ahr- und c-Src-abhéngig ist. Die Verabreichung von 0,005
uM HCB fiihrte zu einem signifikant schnelleren Wundverschluss im ,,wound healing assay*

(176)
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Abb. 11. HCB induzierte Migration und Invasion
(Reproduziert von (177) mit freundlicher Genehmigung von Elsevier) HCB koénnte in MDA-MB-231 Zellen

in vitro iiber den AhR und die Phosphorylierung von c-Src zur Aktivierung von Smad-abhingigen und -

unabhingigen Downstream-Pathways des TGF-f1 fiihren, was wiederum in Migration und Invasion dieser

Zellen resultieren konnte (176).

3.7.1 Bulletpoints:

HCB induziert OR-a-abhingig Proliferation und Aktivierung des IGF-I
Pathway in MCF-7 Zellen (167).

Unterschiedliche Dosierungen von HCB fiihrt zu Aktivierung von
unterschiedlichen Mechanismen in MCF-7 Zellen und dadurch zu einer
differentiellen Zellzyklusregulation. In niedrigen Dosierungen scheint HCB
durch Bildung des p27/Src-Komplexes eine Zellzyklus-Progression in MCF-
7 Zellen zu induzieren, wihrend es in hdheren Dosierungen zu einer
Verzogerung des Zellzyklus fiihrt (168).

In den OR-negativen MDA-MB-231 Zellen steigert HCB die Migration. Dies
konnte iiber die HER1/Erk1/2- und c-Src/HER1/STATS5b-Pathways AhR-
unabhingig und -abhingig passieren (170).

HCB steigert Expression von MMP9 und MMP2 sowie die Sekretion und
Aktivierung von MMP9 in MDA-MB-231Zellen tiber c-Src, Ahr und HER1
Pathways (171).

HCB ist ein Ko-Karzinogen in Sprague-Dawley-Ratten und aktiviert sowohl
IGF-IR-, als auch IR-Signalpathways (172).

In weiblichen BALB/c-Méusen mit C4-HI-Brustkrebs fiihrt HCB zu
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vermehrten Lungen- und Lebermikrometastasen (171).
e Im MDA-MB-231-Xenograftmausmodel fiirt HCB zu vermehrter
Angiogenese und zu erhéhten MMP2- und MMP9-Proteinlevels (171,175).

3.8 Polychlorierte Biphenyle

Zu den PCB Kongenere die in Folge nicht erwidhnt werden, konnten im Rahmen der

Literaturrecherche keine Ergebnisse gefunden werden.
3.9 Nicht-dioxin-artige Polychlorierte Biphenyle

3.9.1.1 PCB 52 (2,2',5,5'-Tetrachlorobiphenyl):

PCB 52 (1071°-10° M) konnte in dstrogen-kompetenten MCF-7 McGrath Zellen und ZR-75-
1 Zellen keine Proliferation induzieren. 10° M der Verbindung konnten weder pS2
induzieren, noch zeigte sich eine antagonistische Wirkung in Anwesenheit von Oz (178). 10
uM fiihrten ab 24 Stunden dosis- und zeitabhingig zu einer Senkung der Zellviabilitdt in
OR-negativen MDA-MB-231 und OR-positiven MCF-7 Zellen. 50 pM fiihrten zu einer
erhohten Expression von p53, Caspase 8 und Caspase 9 in MCF-7 Zellen und von Caspase
8 und Caspase 9 in MDA-MB-231 Zellen. Die Senkung der Zellviabilitdt konnte durch
caspase-abhingige Apotpose entstechen. Des Weiteren konnten nicht-zytotoxische
Konzentrationen (1-10 uM) signifikant ROS und eine intrazelluldre Glutathion-Depletion in
beiden Zelllinien induzieren. DNS-Strangbriiche konnten durch PCB 52 nur in MDA-MB-
231 Zellen und nicht in MCF-7 Zellen induziert werden. Bei Blockade des OR-a in MCF-7
Zellen konnte PCB 52 eine dhnliche Menge an DNS-Strangbriichen wie in MDA-MB-231
Zellen auslosen. Das zeigt, dass PCB 52 in den OR-o-negativen MDA-MB-231 Zellen, im
Gegensatz zu den OR-a-positiven, oxidativen DNS-Schaden induzieren kann. Dieser

Mechanismus konnte OR-a-abhingig sein (179).

3.9.1.2 PCB 101 (2,2',4,5,5'-Pentachlorobiphenyl):
MCF-7 Zellen wurden fiir sechs Tage mit 45 uM PCB 101 behandelt. Nach 72 Stunden
wirkte die Chemikalie zytotoxisch. Zu keinem Zeitpunkt kam es zu einer signifikanten

Proliferation der Zellen oder zu einer Verdnderung der Expression des dstrogen-regulierten

Gens pS2 (180).
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3.9.1.3 PCB 138 (2,2',3,4,4',5'-Hexachlorobiphenyl):

Wurden MCF-7 Zellen mit 15 uM PCB 138 sechs Tage lang behandelt, kam es zu keiner
signifikanten Proliferation und zu keiner pS2-Induktion. Zytotoxizitit wurde ab 48 Stunden
festgestellt (180). Wurden MCF-7 Zellen mit PCB 138 (0,1 uM, 0,5 uM und 1 uM) fiir drei
Tage behandelt, kam es hingegen im Vergleich zu Kontrollen zu einer signifikanten
Proliferation. Wurden die Zellen mit 10 nM O ko-inkubiert, fiihrten nur die Dosierungen
0,5 uM und 1 uM zu einer signifikanten Steigerung der Proliferation im Vergleich zu der
durch O» induzierten. Als Apoptosemarker wurde die Caspase 9 Aktivitit herangezogen.
Diese nahm bei allen drei Konzentrationen von PCB 138 signifikant ab, bzw. nahm damit
die antiapoptotische Aktivitdt signifikant zu. Bei Ko-Inkubation mit O, wurde die
antiapoptotische Wirkung von 0,1 uM PCB 138 génzlich aufgehoben, wéhrend die der
beiden hdheren Konzentrationen zwar abnahm, aber immer noch gréBer als die von O
alleine induzierte war (p < 0,05) (181).

10 nM O fiihrten in MCF-7 Zellen zu einer signifikanten CAT-Aktivitit eines ERE-haltigen
Reporterplasmids (pERE-tk-CAT). Diese O»-induzierte Aktivitit konnte durch PCB 138
signifikant und dosisabhingig (3, 5, 9 uM) reduziert werden. In MCF-7 BUS Zellen fiihrte
PCB 138 (0,001, 0,01, 0,1, 1 bzw. 10 uM) zu keiner Proliferation. Bei diesen Dosierungen
in Kombination mit 10 pM O kam es nur bei 10 uM zu einer Reduktion der O»-induzierten
Zellteilung. PCB 138 zeigte signifikante antiandrogene Effekte in einem Transaktivierungs-
Assay am humanen AR (1, 3, 5,9, 18 uM) in Eizellen des chinesischen Hamsters (182).
OR-positive MCF-7 BUS Zellen, in denen ein BRCA1-Promoter-Luziferase-Konstrukt
exprimiert wurde, wurden mit PCB 138 (1 pM bis 10 uM) behandelt. 10 uM konnte die
Promoteraktivitit signifikant hemmen, alle geringeren Konzentrationen hatten keine
Auswirkung. Im Gegensatz dazu konnten bereits 100 pM PCB 138 eine O»-induzierte
Promoteraktivitét signifikant hemmen. Der Tumorsuppressor BRCA1 présentiert sich in
sporadischen Mammakarzinomen ebenfalls oft downreguliert. 10 uM PCB 138 konnten
auch in den OR-negativen MDA-MB-231 Zellen BRCA1 downregulieren, weshalb die
Autorlnnen es fiir mdglich halten, dass die Downregulation OR-unabhiingig sein konne

(183).

3.9.1.4 PCB 153 (2,2',4,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl):

Eine signifikante Proliferation konnte durch 35 uM (sechs Tage lang) PCB 153 in MCF-7
Zellen ab 48 Stunden induziert werden. Diese konnte durch PD98059, einen Erkl1/2
Inhibitor, vollstindig gechemmt werden. Erk1/2 konnte durch PCB 153 aktiviert werden. Die
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Verbindung konnte das Ostrogen-responsive pS2 nicht induzieren. Die Autorlnnen
postulieren, dass PCB 153 kein endokriner Disruptor in MCF-7 Zellen sei, sondern dass die
Proliferation liber die Erk-Aktivierung entstehe (180).

PCB 153 fiihrte auch in den Konzentrationen 0,1, 0,5 und 1 uM zu einer signifikanten
Proliferation von MCF-7 Zellen. PCB 153 konnte vor PCB 118, gefolgt von PCB 138 und
schlieBlich PCB 180 die stiirkste Zellteilung induzieren. Bei Ko-Behandlung mit O> 10 nM
konnte nur 0,1 pM die Proliferation signifikant iiber die von O alleine ausgeldste steigern.
Dartiber hinaus fithrte PCB 153 in allen untersuchten Dosierungen zur Abnahme der Caspase
9 Aktivitit und damit zur antiapoptotischen Wirkung (p < 0,001). Diese Aktivitit war bei
gleichzeitiger Gabe von O, und PCB 153 bei allen Konzentrationen groBer als die von O
alleine hervorgerufene (p < 0,05) (181).

PCB 153 fiihrte zu signifikanter Bildung sowie zeit- und dosisabhéngiger Steigerung von
ROS in T-47D (0,1-100 uM PCB 153) und MDA-MB-231 (1-100 uM PCB 153)
Brustkrebszellen. Beide Zelllinien zeigten eine Abnahme von NAD" und NAD(P)H. Die
NAD(P)H-Abnahme konnte durch Zugabe von Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP)-
Inhibitoren vollstindig aufgehoben werden. Deshalb vermuten die Autorlnnen, dass die
intrazellulire Abnahme von NAD' und NAD(P)H durch die Aktivierung der PARP 1
verursacht wird. Dieses Enzym wird durch DNS-Strangbriiche aktiviert und ist an deren
Reparatur beteiligt. DNS-Strangbriiche konnten wiederum durch ROS entstehen. Die
Abnahme von NAD(P)H war in den OR-negativen MDA-MB-231 Zellen ausgeprigter als
in den OR-positiven T47-D Zellen. Bei Ko-Inkubation von T-47D Zellen mit 4-
Hxydroxytamoxifen wurden in beiden Zelllinien ungefdhr gleich hohe Konzentrationen
gemessen. Der OR-a konnte die Zellen vor ROS, die oxidativen DNS-Schaden verursachen
konnten, schiitzen (184).

Wie bereits bei PCB 138 beschrieben, reduzierte auch PCB 153 (3, 5, 9 uM) die 6strogene
CAT-Aktivitit, die von 10 nM O, induziert wurde, signifikant und dosisabhiingig. Weder
0,001, 0,01, 0,1, 1, noch 10 uM PCB 138 konnten eine Proliferation von MCF-7 BUS Zellen
induzieren. Bei Ko-Inkubation mit 10 pM O, konnte nur 10 uM PCB 138 die induzierte
Proliferation signifikant hemmen. PCB 138 (1-18 uM) zeigte keine antiandrogene Aktivitét
(182).

Von den gepriiften Dosierungen PCB 153 (1 pM-10 uM) konnte in MCF-7 BUS Zellen nur
10 uM in An- und Abwesenheit von O eine Downregulation der Luziferaseaktivitit am

BRACA 1-Luziferase-Reportergens bewirken. Da dieser Effekt auch in einer OR-negativen
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Brustkrebszelllinie hervorgerufen werden konnte, sollten auch Pathways ohne den OR in
Betracht gezogen werden (183).

In MCF-10A Zellen (OR negativ), die fiinf Tage lang mit 3 pM PCB 153 behandelt wurden,
kam es im Vergleich zu Kontrollen zu einer signifikanten Hemmung des Zellwachstums. Ab
Tag drei kam es zu einer signifikanten Abnahme des Zelliiberlebens. Es wurde eine
signifikante 1,5-fache Erhoéhung der ,steady-state“-Level des Sauerstoffradikals
0" gemessen, es konnte jedoch keine Zunahme der H>O»-Konzentration objektiviert
werden. Es kam zudem zu einer signifikanten Abnahme der intrazelluldren Glutathion-Level
und zu einer signifikanten Zunahme der Mangan-Superoxiddismutase-Konzentration, aber
nicht der Kupfer/Zink-Superoxiddismutase-Konzentration. Dass auf O>" keine erhohten
H>0»-Level in den Zellen folgen, konnte darauf hinweisen, dass MCF-10A Zellen fahig sein
konnten, die Sauerstoffradikale zu beseitigen. Diese zytotoxische Wirkung von PCB 153
konnte durch Antioxidantien (u.a. N-Acetylcystein) signifikant gehemmt werden, was
vermuten ladsst, dass die toxischen Effekte in diesen Zellen durch PCB 153-induzierten
oxidativen Stress entstehen (185). 3 um PCB 153 konnte den S-Phase-Eintritt von MCF-
10A Zellen in der Go-Phase hemmen. Im Gegensatz zu 0,5 und 1 uM, die beide keinen Effekt
hatten (186).

PCB 153 in den Dosierungen 14, 28, 56 und 70 uM konnte in HBEC nur in der héchsten
Konzentration von 70 uM die GJIC nach 90 Minuten signifikant hemmen. 28 pM konnten
nach sechs und zwdlf Stunden die GJIC hemmen (p < 0,05), nach 24 Stunden war die

Hemmung nicht mehr signifikant (139).

3.9.1.5 PCB 180 (2,2',3,4,4',5,5'-Heptachlorobiphenyl):

Ptak et al. konnten zeigen, dass Behandlung von MCF-7 Zellen mit 0,1, 0,5 und 1uM PCB
180 zu einer signifikanten Steigerung der Zellteilung fiihrt. Diese Konzentrationen von PCB
180 konnten keine signifikante Steigerung einer durch 10 nM O, hervorgerufenen
Proliferation dieser Zellen induzieren. Dariiber hinaus zeigte sich eine PCB 180-induzierte
Senkung der Caspase 9 Aktivitit. Diese antiapoptotische Wirkung konnte durch O
aufgehoben werden (181).

PCB 180 1-18 uM zeigt keine antiandrogene Aktivitdt am humanen AR. In MCF-7 Zellen
hemmt PCB 180 in den Dosierungen 3, 5, 9 uM signifikant eine O, induzierte CAT-
Aktivitit, es wirkt also antidstrogen. PCB 180 konnte in Dosierungen von 0,001-10 uM
keine Proliferation von MCF-7 BOS Zellen hervorrufen. Es konnte aber die Proliferation
dieser Zellen, die durch 10 pM O, ausgeldst wurde, in den Konzentrationen von 1 und 10

UM signifikant hemmen (182).
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10 uM PCB 180 fiihrten mit und ohne Ko-Inkubation mit O> (100 pM) zu einer signifikanten
Reduktion der Luziferasaktivitit eines BRCAI1-Reportergens. Alle anderen
Konzentrationen, die untersucht wurden (1 pM-1 uM), hatten keinen Effekt. Auch in einer
OR-negativen Brustkrebszelllinie konnte PCB 180 die Luziferaseaktivitit downregulieren.
Wabhrscheinlich fiihrt ein Pathway, der nicht OR-mediiert ist, in vitro zur Downregulation

von BRCAL in Brustkrebszellen (183).

3.9.1.6 Bulletpoints

e PCB 52 und PCB 153 induzieren in nicht-zytotoxischen Konzentrationen ROS in
OR-negativen und OR-positiven Brustkrebszellen. Dabei konnte der OR-a eine
protektive Rolle spielen (179,184). PCB 52 kann in OR-positiven Brustkrebszellen
in den Konzentrationen 0,1 nM-1 pM keine Proliferation oder Induktion des
Ostrogen-responsiven pS2-Gens hervorrufen (178).

e PCB 138 kann in den 0strogen-kompetenten MCF-7 Zellen in einer Dosierung von
15 uM keine Proliferation oder pS2-Induktion auslésen. Auch in MCF-7 BUS Zellen
kann 0,001-10 uM der Verbindung keine Zellteilung hervorrufen (180,182). In
einem anderen Proliferations-Assay induziert das Pestizid in den Dosierungen von
0,1-1 uM Zellteilung und wirkt antiapoptotisch (181). PCB 138 reduziert die O»-
induzierte Luziferaseaktivitit an einem ERE-Reportergen und am BRACAI-
Promoter (182,183).

e PCB 153 hemmt die GJIC in HBEC, induziert ROS in OR-negativen und OR-
positiven Brustkrebszellen, reduziert eine O, induzierte CAT Aktivitit
dosisabhingig und induziert keine Proliferation (0,001-10 uM) in MCF-7 BUS
Zellen (139,182,185). In der Dosierung von 0,1 -1 uM hingegen induziert PCB 153
Zellteilung in MCF-7 Zellen und wirkt antiapoptotisch (181). In der Dosierung von
45 uM, kommt es zu einer Proliferation in MCF-7 Zellen, die wahrscheinlich {iber
Erk1/2 mediiert wird (180).

e PCB 180 induziert Proliferation und wirkt antiapoptotisch in MCF-7 Zellen (181). In
einem zweiten Proliferations-Assay konnte PCB 180 in MCF-7 BOS Zellen keine
Zellteilung hervorrufen (182). Die Verbindung kann in An- und Abwesenheit von O>
OR-unabhingig  die  Luziferaseaktivitit  eines =~ BRACA1-Reportergens
downregulieren (183). Zudem kann es O,-induzierte CAT-Aktivitit in MCF-7 Zellen
hemmen (182).
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3.10 Dioxin-artige Polychlorierte Biphenyle

Krishnan et al. untersuchten die Antidstrogenitdt von verschiedenen dioxin-artigen PCBs in
MCEF-7 Zellen, die den AhR exprimieren. Das potenteste Antiostrogen war dabei PCB 126
>PCB 169 = PCB 77 > PCB 157 = PCB 105 = PCB 114. Aroclor 1221, 1232, 1248, 1256
und 1260 waren bis 10° M inaktiv. PCB 126, 169 und 77 zeigten bereits bei 10 nM
antiostrogene Aktivitdt, die iibrigen drei PCBs fiihrten ab 100 nM zu Aktivitdt. Die
antiostrogene Aktivitit der PCBs korreliert mit deren Affinitdt zum AhR (187).

3.10.1.1 PCB 77 (3,3',4,4'-Tetrachlorobiphenyl):

Oenga et al. ko-inkubierten T-47D Zellen mit PCB 77 (100 oder 1.000 nM) und O (1nM).
Die durch O ausgeldste Zellteilung konnte durch 1.000 nM PCB 77 signifikant gehemmt
werden. Isoliertes PCB 77 zeigte keine Auswirkung auf die Zellteilung. Die Autorlnnen
beschreiben die Verbindung als schwaches Antidstrogen ohne dstrogene Effekte (188). PCB
77 konnte nicht an den OR-a binden. 1, 10, 100 und 1.000 nM der Chemikalie fiithrten in T-
47D Zellen zu einer signifikanten Hemmung der Zellteilung in An-oder Abwesenheit von 1
nM O,. In MCF-7 Zellen hemmen nur die beiden héheren Konzentrationen von PCB 77 die
Proliferation und dies nur in Anwesenheit von O». Die AutorInnen postulieren das PCB 77
als Antidstrogen iiber d AhR/OR-Crosstalk wirken kdnnte (189).

Im Gegensatz zu den beiden obigen Berichten induzierte PCB 77 (107''-10° M) eine
dosisabhiingige Proliferation in beiden OR-positiven Zellreihen (T-47D und MCF-7
McGrath) mit einem Maximum bei 10 M. Diese konnte durch das Antidstrogen ICI
164,384 gehemmt werden. PCB 77 10”° M induzierte in den OR-positiven MCF-7 McGrath
und ZR-75-1 Brustkrebszellen im Vergleich zu Kontrollen erhéhte pS2-mRNS-
Konzentration. Bei Ko-Inkubation mit O, zeigten beiden Zellreihen dhnliche pS2 Level wie
die von O» induzierten. In den OR-negativen Brustkrebszelllinien HBL100 und MDA-MB-
231 konnte PCB 77 keine Zellteilung oder Expression von pS2-mRNS hervorrufen. In T-
47D Brustkrebszellen wurde ein Ostrogensensitives Gen (ERE-tk-CAT) eingeschleust. Es
kam bei Konzentrationen von 1071°-10° M PCB 77 zu einer vermehrten CAT-Aktivitit, die
durch das Antidstrogen ICI 164,384 gehemmt werden konnte. Die Genexpression durch O
107 M konnte durch eine equimolare Konzentration von PCB 77 nicht gehemmt werden.
PCB 77 konnte aber in einem kompetitiven Bindungsassay O ab einem molaren Uberschuss
von 700 vom OR verdringen. Zudem konnte das Pestizid keine CYP1A1-mRNS in MCF-7
oder MDA-MB-231 Zellen induzieren (190).
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PCB 77 5 uM induzierte in MCF-7 Zellen Luziferaseaktivitit an einem transfizierten ERE,
aber induzierte auch eine vermehrte Expression von CYP1A1 und Luziferaseaktivitdt am
transfizierten AhR-responsiven DRE. Mit ein ChIP-Assay wurde die AhR responsive
Promoterregion von CYP1A1 und die OR-a-responsive Promoterregion von pS2 untersucht.
PCB 77 fiihrte zu einer Interaktion von OR-a mit dem Promoter von pS2 und zugleich zu
einer Interaktion von AhR/ARNT und OR-o. mit dem Promoter von CYP1A1. PCB 77 wirkte
in MCF-7 Zellen in vitro als Agonist am OR-o. und AhR (191).

In MDA-MB-231 Zellen hatte PCB 77 1 uM keine signifikante Auswirkung auf die mRNS-
Level von CYP1A1 und CYP1B1 und konnte auch an einem eingeschleusten 1B1-Promoter
keine Luziferaseaktivitit hervorrufen. Es konnten geringfiigig, aber signifikant erhohte
Werte von 4-Methoxydstradiol, aber nicht 2-Methoxyostradiol gemessen werden. 4-
Hydroxylierung von Ostrogenen ist mit der Karzinogenese von Brustkrebs assoziiert (siche
auch Kapitel 1.3.1.2) (192)

Auch PCB 77 senkte (wie das oben erwéhnte PCB 52) die Lebensdauer von MDA-MB-231
und MCF-7 Zellen bei Konzentrationen iiber 10 uM. Das kdnnte wie oben beschrieben auch
bei PBC 77 durch Caspase-induzierte Apoptose verursacht werden. Auch PCB 77 induzierte
ROS und Glutathion-Depletion und fiihrte in MDA-MB-231 und MCF-7 Zellen zu DNS-
Strangbriichen. In MCF-7 Zellen konnte die Verbindung nur nach Blockade des OR-a DNS-
Schaden induzieren. Die AutorInnen postulieren, dass der OR-o eine protektive Rolle bei
PCB induzierten DNS-Schiden in Brustkrebszellen spiele (179). In MCF-10A
Brustepithelzellen fithrte 3 uM PCB 77 in fiinf Tagen im Vergleich zu Kontrollen zu keiner
signifikanten Verdnderung des Zellwachstums, des Zelltodes und des Sauerstoffradikals O2™
(185).

PCB 77 (25mg/kg zwei Mal wochentlich) verkleinerte das Tumorvolumen und -gewicht von
DMBA (20 mg/kg) induzierten Tumoren weiblicher Sprague-Dawley-Ratten signifikant.
Das Pestizid wurde verabreicht nachdem die Bildung erster Brusttumore in den Ratten
beobachtet werden konnte (189). Das Karzinogen DMBA (10mg) und PCB 77 (10mg/kg)
wurde weiblichen Sprague-Dawley-Ratten im Alter von 50 Tagen verabreicht. Subsequent
wurden die Ratten in zwei Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe wurde fiir eine Woche mit einer
hochst fetthaltigen Nahrung gefiittert, wahrend die andere Gruppe weniger fetthaltige
Nahrung erhielt. Die Nahrung enthielt zusitzlich pro Gramm Fett 500 pg PCB77. In beiden
Gruppen kam es im Vergleich zu Kontrollen zu einer signifikanten Vermehrung von
Mammakarzinomen. Es kam zu signifikant mehr Tumoren in der Gruppe der fetthaltig

erndhrten Ratten, verglichen mit den weniger fetthaltig erndhrten Ratten (193).
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3.10.1.2 PCB 81 (3.4,4',5-Tetrachlorbiphenyl):

Die Proliferation von T-47D Zellen konnte durch PCB 81 (0,1-1.000 nM) nur in
Anwesenheit von 1 nM O signifikant und dosisabhiingig gehemmt werden. Die gleichen
Konzentrationen PCB 81 hatten alleine keinen Einfluss auf die Zellteilung. 200 nM PCB 81
konnten eine O»-induzierte Proliferation auch in ZR-75-1 Zellen hemmen (p < 0,001). Die
AutorInnen vermuten, dass der AhR in die antiproliferative Wirkung des dioxin-artigen PCB
81 in diesen Zellen involviert sein konnte. (188). Spink et al. konnten zeigen, dass PCB 81
(1 uM) in MDA-MB-231 Brustkrebszellen zu einer signifikanten Vermehrung von
CYPIAI-mRNS, CYPIB1-mRNS, 4-Methoxyostradiol (9,7-fach), 2-Methoxyostradiol
(3,9-fach) und Luziferaseaktivitit an einem eingeschleusten CYP1B1-Promoter fiihrt. PCB
81 zeigte die starkste Aktivitdt der untersuchten PCBs (u.a. PCB 77, 126, 169) (192).

3.10.1.3 PCB 118 (2,3',4,4',5-Pentachlorobiphenyl):

PCB 118 fiihrte in MCF-7 Zellen bei einer Dosierung von 40 uM (sechs Tage lang) nur nach
48 Stunden zu einer signifikanten Proliferation und zu keiner pS2-Induktion (180). Im
Gegensatz dazu proliferierten MCF-7 Zellen nach Behandlung mit Konzentrationen von 0,1,
0,5 und 1 pM PCB 118 im Vergleich zu Kontrollen signifikant. Im Gegensatz zu PCB 138
und PCB 153 konnte PCB 118 bei Zugabe von 10 nM O, die Proliferation nicht iiber die von
O; alleine ausgeldste steigern. Dariiber hinaus entfaltete PCB 118 in MCF-7 Zellen eine
antiapoptotische Wirkung in Form einer signifikanten Senkung der Caspase 9-Aktivitit.
Diese konnte bei allen Konzentrationen durch Ko-Inkubation mit O» aufgehoben werden
(181). PCB 118 bis zu 1 uM hatte in MCF-10A und MCF-7 Zellen keinen Einfluss auf
CYP1A1-Aktivitit und auf den Ostrogenmetabolismus (2-/4-Methoxydstrogenbildung)
(194).

3.10.1.4 PCB 126 (3,3',4,4',5-Pentachlorobiphenyl):
PCB 126 (0,1-1.000 nM) fiihrte in Dosierungen von 100 und 1.000 nM im Vergleich zu

Kontrollen zu einer signifikanten Proliferation von T47-D Zellen. Bei Ko-Inkubation mit 1
nM O, fiihrten wiederum nur 10, 100 und 1.000 nM zu einer signifikanten Hemmung der
Os-induzierten Proliferation. 200 nM PCB 126 fiihrte in ZR-75-1 Tumorzellen zu einer
Hemmung der durch 1 nM O hervorgerufenen Proliferation (p < 0,001), wobei diese
Hemmung bei PCB 81 stéarker ausgepragt war. Der differentiellen Wirkung von PCB 126
auf die Zellteilung konnten simultan ausgeprigte dstrogene und antidstrogene Eigenschaften

dieser Verbindung zugrunde liegen (188).
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PCB 126 (1, 10, 100, 1.000 nM) fiihrte bei Ko-Inkubation mit 1 nM O zu einer signifikanten
Hemmung der Proliferation von T-47D Zellen. In MCF-7 Zellen hatte PCB 126 alleine keine
Auswirkungen auf die Zellteilung. Nur die hochste Konzentration von 1.000 nM der
Chemikalie konnte die Os-induzierte Proliferation signifikant hemmen. In einem
kompetitiven Bindungsassay konnte PCB 126 nicht an den humanen OR-o, binden (189).
PCB 126 induzierte in T-47D und MDA-MB-231 Zellen zeit- und dosisabhédngig ROS (0,1-
100 uM bzw. 20-100 uM) und Zytotoxizitit (ab 20 uM). Die Autorlnnen vermuten, dass
durch PCB induzierte ROS zu oxidativen DNS-Schéden fiihren. In beiden Zellarten kam es
durch PCB 126 zu NAD(P)H und NAD" Reduktion, wobei PCB 126 weniger Wirkung in
T47-D Zellen als in MDA-MB-231 Zellen zeigte. Die Autorlnnen konnten zeigen, dass die
Verringerung der NAD" durch Aktivierung der PARP1 entstehen konnte. Die PARP 1 wird
durch DNS-Strangbriiche aktiviert und trigt zu deren Reparatur bei, wobei es zu einer
Reduktion von NAD" kommt. Durch Ko-Inkubation mit 4-Hydroxytamoxifen konnte in
T47-D Zellen verstirkte NAD(P)H-Depletion, dhnlich wie in MDA-MB-231 Zellen,
objektiviert werden. Der OR-o, konnte die ROS Bildung und damit den oxidativen DNS-
Schaden und den Zelltod in diesen Zellreithen modulieren (184).

Spink et al. behandelten MDA-MB-231Zellen mit 1 pM PCB 126. Daraufhin kam es zu
einer signifikant gesteigerten Bildung von 2-und 4-Methoxydstradiol (6,1- bzw. 2,7-fach),
von CYP1A1 und CYPIB1 mRNS und zu signifikant erhohter Luziferaseaktivitét an einem
eingeschleusten CYPIB1 Promoter. CYPIB1 st eine 4-Hydroxylase im
Ostrogemetabolismus (192).

Matthews et al. behandelten T-47D Brustkrebszellen mit 1 uM PCB 126, was zu einer
statistisch signifikanten Expression von CYP1Al- und CYPIBI-mRNS und zur
Rekrutierung von AhR und ARNT an die jeweiligen Promoter fiihrte. Durch Ko-Inkubation
mit O, (10 nM) konnten diese Effekte nicht verstirkt werden. Der OR-a wurde durch PCB
126 Behandlung signifikant und dosisabhidngig zum Promoter von CYP1A1 und CYPIBI
rekrutiert. Dieser Effekt konnte durch Zugabe von O, verstirkt werden. O alleine fiihrte
jedoch nicht zur Rekrutierung des OR-o. an AhR-Zielgene. AhR-Liganden aktivieren den
OR-o vermutlich nicht direkt (wie durch O,), sondern mdglicherweise iiber den aktivierten
AhR. Ko-Behandlung der Zellen mit O, und PCB 126 fiihrte zu einer signifikanten
Reduktion der pS2-Expression und zu einer Hemmung der O»-induzierten Rekrutierung des
OR-a zu pS2. Diese verminderte Rekrutierung des OR-o zu pS2 korrelierte mit der PCB
126-induzierten Rekrutierung des OR-a an die Promoter von CYP1A1 und CYP1B1. Das
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zeigt eine antidstrogene Aktivitit von PCB 126. In einem kompetitiven Bindungsessay
konnte PCB 126 nicht an den OR-a binden. (195).

Auch Abdelrahim et al. konnten zeigen, dass PCB 126 3 uM/I CYP1A1 induziert und den
Ahr/ARNT-Komplex an den Promoter dieses Gens rekrutiert. 3 uM/l1 PCB 126 konnten in
MCF-7 Zellen signifikant ein transfiziertes ERE aktivieren. Dieses konnte durch das
Antidstrogen ICI 182,780 und durch eine ,,small interfering RNS* (siRNS) fiir den OR-a
signifikant gehemmt werden, nicht jedoch durch eine siRNS fiir den AhR. Daraus schliefSen
die AutorIlnnen im Gegensatz zur oben genannten Studie, dass PCB 126 den OR-a direkt
aktiviert und die ERE-Transaktivierung OR-a- und nicht AhR-abhéngig war. In einem
dhnlichen Experiment, in dem statt ERE ein DRE transfiziert wurde, konnte gezeigt werden,
dass die Transaktivierung AhR- und nicht OR-a abhiingig ist. Im Gegensatz zu den oben
beschriebenen Ergebnissen konnte PCB 126 bei Konzentrationen, die héher als 1 uM waren,
in MCF-7 Zellen an den OR-a binden. Zudem erhohte PCB 126 die Assoziation des OR-a,
aber nicht die des AhR mit dem pS2-Gen-Promoter. Auch hier induzierte PCB 126 die
Rekrutierung von OR-a zum Promoter von CYP1A1 (196).

CYPIA1 und CYP1BI1 zeigen eine 2-Hydroxylase- bzw. 4- Hydroxylase-Aktivitit, die zur
oxidativen Metabolisierung von Ostrogenen zu 2- und 4-Hydroxy®dstrogenen fiihrt. MCF-
10A Zellen sind humane Brustepithelzellen, die von fibrozystischem Brustgewebe stammen.
Sie zeigen Eigenschaften von physiologischem Brustepithel. PCB 126 (10!-10°%) fiihrte zu
einer dosisabhéngigen Steigerung der CYP1A1-Aktivitdt in MCF-7 und MCF- 10A Zellen,
wobei die Effekte in MCF-7 Zellen stirker ausgepragt sind als in MCF-10A Zellen. Zudem
kam es zu einer konzentrationsabhdngigen Abnahme der 4-/2-Methoxydstrogen-Ratio in
beiden Zellarten. Einzeln betrachtet kam es zu einer Induktion von 4-Hyroxyostron und 4-
Hyroxy®éstradiol bis 10" und bei hoheren Konzentrationen zu einer 2-Hyroxydstron- und 2-
Hydroxydstradiol Induktion in MCF-7 Zellen, wobei es immer zu einem Absinken der Ratio

kam. Insgesamt kam es jedoch zu einer Zunahme potentiell karzinogener Metaboliten (194).

3.10.1.5 PCB 169 (3,3',4,4',5,5'-Hexachlorbiphenyl):

Weder 100 noch 1.000 nM PCB 169 fiihrten in T-47D Brustkrebszellen zu einer
signifikanten Proliferation. Bei Ko-Behandlung mit 1 nM O konnte die O»-induzierte
Zellteilung signifikant gehemmt werden (188).

In MDA-MB-231 Zellen konnte PCB 169 eine signifikante Steigerung von CYP1B1, aber
nicht von CYP1A1-mRNS induzieren. Die Bildung von 2- und 4-Methoxydstradiol wurde

hingegen vollstindig und signifikant unterdriickt. Es kdnnte sein, dass die Unterdriickung

56



des Ostrogenmetabolismus durch eine Hemmung von CYP1B1 durch PCB 126 zustande
kommt (192).

PCB 169 fiihrt ab 5 uM in MCF-10A und ab 1 uM in MCF-7 Zellen zu einer signifikanten
Induktion der CYP1A1-Aktivitit. In MCF-7 Zellen kam es ab 500 nM zur Bildung von 2-
Methoxyostron und 2-Methoxyostradiol, wihrend es zu einer Hemmung der 4-
Methoxyéstradiol und 4-Methoxydstron Bildung kam. PCB 169 (107''-10® M) fiihrte in
MCEF-7 Zellen zu einem konzentrationsabhéngigen Absinken der 4-/2-Methoxydstrogen-
Ratio. In MCF-10A Zellen kam es zu einem konzentrationsabhéngigen Anstieg von 2-
Methoxydstrogenen. Ab 1 nM inhibierte PCB 169 die 4-Methoxyostrogen Bildung in MCF-
10A Zellen. Es kam zu einer konzentrationsabhéingigen Abnahme (107''-10° M) der 4-/2-
Methoxydstrogen-Ratio (194). In OR-negativen HBEC Typ 1I Zellen konnte 56 uM PCB
169 die GJIC nach 24 Stunden, aber nicht zu einem fritheren Zeitpunkt signifikant hemmen

(139).

3.10.1.6 Bulletpoints

e PCB 77 wirkt in verschiedenen Assays Ostrogen und antiostrogen in Ostrogen-
kompetenten Brustkrebszellen (188—190). Unter anderem konnte die Chemikalie in
einem Assay an den OR binden (190), in einem anderen nicht (189).

e PCB 77 induziert ROS in OR-negativen und OR-positiven Brustkrebszellen und tut
dies moglicherweise OR-o-abhingig (179).

e PCB 77 fungiert in vitro als AhR-Agonist, kann aber keine CYP1A1- oder CYPIBI1-
mRNS in MDA-MB-231 Zellen induzieren und keine Luziferaseaktivitit am
CYPIBI1 Promoter hervorrufen (191,192).

e In vivo reduziert PCB 77 sowohl Volumen als auch Gewicht von Karzinogen-
induzierten Tumoren in Ratten, wenn es nach der Tumorentstehung verabreicht
wurde (189). Gleichzeitig mit dem Karzinogen verabreicht, kommt es zu signifikant
mehr Tumoren (193).

e PCB 82 kann die Oo-induziert Proliferation von T-47D und von ZR-75-1
Brustkrebszellen hemmen (188). Die Verbindung induziert CYP1A1 und CYP1BI1
in OR-negativen MDA-MB-231 Brustkrebszellen und steigert die 4-/2-
Metoxyostradiol-Ratio (192).

e PCB 118 (0,1-1 pM) induziert Proliferation von MCF-7 Zellen und wirkt
antiapoptotisch, kann aber keinen Einfluss auf Ostrogenmetabolismus oder CYP1A1

Aktivitdt in MCF-7 Zellen und in MCF-10A Zellen nehmen (180,194).
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e In T-47D Brustkrebszellen induziert PCB 126 in Abwesenheit von O-Proliferation,
wihrend es in Anwesenheit von Oz die von dem Hormon induzierte Zellteilung
hemmt (188). Die Proliferation von MCF-7 Zellen kann nur in Anwesenheit von O»
beeinflusst bzw. gehemmt werden (189).

e PCB 126 (10-10®) induziert die CYP1A1-Aktivitit in MCF-10A Zellen und MCF-
7 Zellen (194).

e PCB 126 rekrutiert den AhR/ARNT Komplex und den OR-a an den Promoter von
CYP1A1. Der OR-a wird entweder durch direkte oder indirekte Aktivierung an den
Promoter rekrutiert (195,196).

e PCB 169 hemmt die O»-induzierte Zellteilung von OR-positiven Brustkrebszellen
signifikant (188). In MDA-MB-231 Zellen kommt es zu einer Induktion von
CYP1B1-, aber nicht von CYPIA1-mRNS (192). In MCF-7 und MCF-10A Zellen
induziert PCB 169 CYP1A1-Aktivitit und flihrt zu einem konzentrationsabhéngigen
Absinken der 4-/2-Methoxy0dstrogen-Ratio (194). PCB 169 hemmt dariiber hinaus
die GJIC (139).

3.11 Gemische

Durch die Umwelt sind Menschen nicht einzelnen Chemikalien ausgesetzt, sondern
komplexen Gemischen verschiedener Verbindungen. Verschiedene Ansidtze konnen fiir
Untersuchungen an Gemischen aus Xenodstrogenen bzw. endokrinen Disruptoren
verwendet werden. Beim ,,whole mixture approach® wird ein Gemisch wie eine einzige
Chemikalie behandelt und untersucht. Die Wirkung der einzelnen Verbindungen wird nicht
gesondert analysiert. Bei dieser Art der Untersuchung kann keine Aussage dariibergemacht
werden, ob die einzelnen Bestandteile synergistisch, additiv oder antagonistisch miteinander
wirken. Auflerdem erschwert es dieser Ansatz Gemische zu vergleichen bzw. von einer
Mischung auf die andere zu schlieBen. Bereits kleine Anderungen in der Komposition der
Mischung konnen signifikante Verdanderungen des Effektes hervorrufen. Additivitdt im
toxikologischen Sinn beschreibt wie Chemikalien zusammenwirken, ohne sich in ihrer
Wirkung gegenseitig abzuschwiéchen oder zu steigern. Damit ist nicht die arithmetische
Summe der Wirkung der einzelnen Bestandteile gemeint (197), da diese nur fiir lineare
Dosis-Wirkungsbeziehungen gelten kann. Ist der Effekt entsprechend dem aufgrund der
Einzelkomponenten erwarteten, wirken verwendete Substanzen additiv, wird der Effekt

abgeschwicht, wirken sie antagonistisch, ist er starker als erwartet, synergistisch (119).
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Soto et al. untersuchten anhand von MCF-7 Brustkrebszellen, wie sich ein Gemisch von
Organochlorpestiziden auf die Proliferation der Zellen auswirkt. Jede Verbindung fiir sich
konnte erst ab einer Dosiderung 10 uM signifikante Zellteilung induzieren. Die in der Studie
verwendete Mixtur bestand aus Endosulfan-a, Endosulfan-f, p,p'-DDD, p,p'-DDT, p,p'-
DDE, Toxaphen, Dieldrin, PCB 61, PCB 136 und Methoxychlor, jeweils in einer Dosierung
von 1 pM. Damit lagen die Konzentrationen der Einzelsubstanzen 10-fach unterhalb der
Konzentration, die signifikante Proliferation induzieren konnte. Das Gemisch der
Chemikalien hingegen fiihrte zu einem signifikanten proliferativen Effekt (146).
OR-positive MCF-7 und T-47D Zellen und OR-negative HS578Bst Brustkrebszellen
wurden mit einem Gemisch aus 15 % o,p'-DDT und 85 % p,p'-DDT behandelt. 0,3 uM dieser
Mixtur induzierten in den beiden OR-positiven Zelllinien CDK2-Aktivitit, die durch ICI
182,780 gehemmt werden konnte. Kein Effekt konnte in den OR-negativen HS578Bst Zellen
gemessen werden. Durch Zugabe von Insulin konnte die DDT-induzierte CDK2-Aktivitit in
MCF-7 Zellen vom 10- bis 12-fachen auf das 20- bis 25-fache im Vergleich zu Kontrollen
gesteigert werden. Die gleiche Konzentration an DDT induzierte eine Phosphorylierung des
»retinoblastoma proteins (pRb105) und eine vermehrte Synthese von Cyclin D1 in MCF-7
Zellen. CDK2, pRb105 und Cyclin D1 sind Teil der Gi/S-Phasen-Transition. DDT
Behandlung fiihrte zu mehr MCF-7 Zellen in der S-Phase, was wiederum durch ICI 182,780
gehemmt werden konnte. Das weist darauf hin, dass der Eintritt von MCF-7 Zellen in die S-
Phase durch DDT OR-mediiert sein konnte (198).

Zwei Mischungen aus p,p'-DDT und o,p'-DDT, in einer Dosierung von jeweils 0,1 + 0,1
uM oder 1 + 1 pM, zeigten in einem Proliferations-Assay von MCF-7 Zellen eine additive
Wirkung. Die Gemische induzierten in den beiden oben genannten Konzentrationen
synergistisch OR-mediierte CAT-Aktivitit. p,p'-DDT wirkte auch in Kombination mit 0,1
oder 0,01 nM O synergistisch auf die CAT-Expression. Wihrend beide Chemikalien alleine
erst ab 10 uM signifikant pS2 induzieren konnten, konnten sie das als Gemisch bereits bei
einer Konzentration von jeweils 0,1 uM (116).

o,p-DDT, B-HCH, p,p'-DDT und p,p'-DDE (0,01-10 pM) wurden mit MCF-7 Zellen in
steigenden Dosierungen, jeweils in den Verhéltnissen 1:1:1:1 und 1:5:4:10, inkubiert. Wurde
der Effekt der dquimolaren Mischung auf die potenteste Einzelkomponente o,p'-DDT
bezogen, kam es bei Konzentrationen, in denen o,p'-DDT alleine keine signifikante
Proliferation induzierte, zur Zellteilung. Die potenteste Einzelkomponente der zweiten
Mischung, welche humanen Serumkonzentrationen entsprechen sollte, stellte p,p'-DDE dar.

Bezogen auf p,p'-DDE konnte diese Mischung nur eine nicht signifikante Verstirkung des
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proliferativen Effektes auslosen. Insgesamt konnte die Proliferation von MCF-7 Zellen bei
beiden Gemischen unter Bezugnahme auf die Einzelkomponenten des jeweiligen Gemisches
vorhergesagt werden, was auf einen additiven Effekt schliefen ldsst. Bezogen auf die
potenteste Komponente wirkten die Mischungen synergistisch (119).

Technisches DDT, Endosulfan und Chlordan (jeweils 10 uM) fiihrten isoliert gegeben im
Vergleich zu O, 5 nM (100 %) in MCF-7 Zellen zu einer relativen Proliferation von jeweils
73 % (DDT), 77 % (Endosulfan) und 0 % (Chlordan). Eine Mischung aus technischem
Endosulfan und technischem Chlordan in einer Dosis von jeweils 5 uM hatte eine relative
proliferative Potenz von 94,2 %. Zusétzliche 5 pM technisches DDT fiihrten zu einer
relativen Proliferation von 125 %. Die Autorlnnen sprechen hier von einem synergistischen
Effekt (163).

In T-47D Zellen wurde ein ERE-haltiges-Luziferase-Reportergen exprimiert. Dieldrin,
Chlordan und Endosulfan wurden in verschiedenen Kombinationen und Konzentrationen
untersucht. Dieldrin und Endosulfan wirkten in den Konzentrationen von 3-6 uM
synergistisch. In Dosierungen von 7-8 uM war die Wirkung additiv. Endosulfan und
Chlordan 3-5 pM wirkten ebenfalls additiv. In Dosierungen von 6-8 uM lag die Wirkung
unterhalb der Errechneten. o,p-DDT 200 nM, Methoxychlor 2 uM und Chlordan,
Endosulfan und Dieldrin, jeweils in einer Dosis von 4 uM, wurden mit 3 pM O, untersucht
und zeigten allesamt eine additive Luziferaseaktivitét (151).

Wurden MCF-7 Zellen mit Dieldrin und Toxaphen (ein POP, das in dieser Diplomarbeit
nicht einzeln behandelt wird) 10®-10° M als einzelne Substanzen und in Kombination
behandelt, kam es in keinem der Félle zu einer signifikanten Proliferation oder CAT-
Aktivitdit an zwei Ostrogen-responsiven Konstrukten. Genauso konnte eine dquimolare
Mischung der beide Pestiziden (107) in einem kompetitive Bindungsassay nicht an den OR
binden (150).

Drei verschiedene Gemische von dstrogenen/ xenobiotischen Chemikalien wurden anhand
von MCF-7 BUS Zellen untersucht. In den verschiedenen Mischungen waren jeweils
unterschiedliche Konzentrationen von 3-HCH, Methoxychlor, Bisphenol A, 4-Nonylphenol,
Dibutylphthalat und Octylphenol enthalten. Die totalen Konzentrationen der jeweiligen
Mischung waren jeweils 5,01, 3,00 und 3,01 nM. Jede der drei wurde mindestens bis zur
3000-fachen Konzentration untersucht. Alle drei Mischungen induzierten Proliferation von
MCF-7 BUS Zellen und zeigten eine additive Wirkung (158).

Auch Charles et al. konnten fiir Gemische (in steigenden Konzentrationen) aus o,p'-DDT

(50, 250 und 500 nM), Methoxychlor (50, 250 und 500 nM) und Dieldrin (100, 500, 1000
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nM) in MCF-7 Zellen anhand eines OR-o-Reportergenassays Additivitit objektivieren
(199).

DDT 10 M (Isomerenverhiltnis nicht angegeben) induzierte signifikante Zellteilung und
signifikante Induktion von CYP1A1, CYPIBI1 und AhR Transkription in MCF-7 Zellen
(200).

p,p'-DDT, 0,p'-DDT und Methoxychlor in einer Dosis von jeweils 1 uM zeigten in MCF-7
BOS Zellen additive ,,green fluorescent protein*“-Aktivitit (201). Auch Zhu et al. konnten
fiir binire Mischungen aus Endosulfan mit Oz, Bisphenol A oder Genistein Additivitit in
MCEF-7 Zellen nachweisen (202).

In einem Fokusassay mit MCF-7 Zellen wurden Endosulfan-a, -f und Dieldrin in den
Konzentrationen 1071°-10° M untersucht. Die beiden erstgenannten konnten nur in der
hochsten getesteten Konzentration von 10 pM eine schwache 0Ostrogene Wirkung
hervorrufen, wihrend Dieldrin keine fokus-induzierende Wirkung zeigte. Bindre dquimolare
Kombinationen (1071°-10”) wirkten additiv. Zusammen mit 1 nM O konnte keines der
Pestizide, weder singulir noch in biniren Gemischen antidstrogen auf die O»-induzierten
Fokusse wirken. Keines der Pestizide, egal ob isoliert oder in bindren Mixturen verabreicht,
konnte in einem kompetitiven Bindungsassay an den OR binden (149).

Aubé et al. setzten die hormonabhidngigen Mammakarzinomzellen MCF-7, T-47D, CAMA-
1 und nicht-hormonabhingige MDA-MB2-31 Brustkrebszellen einem Gemisch von
verschiedenen Organochlorpestiziden in An- und Abwesenheit von O, aus. Die
Mischungsanteile sollten in umweltrelevanten Proportionen zueinander stehen: PCBs
(Aroclor 1260, Aroclor 1254, PCB 28, PCB 47, PCB 126, PCB 77), p,p'-DDE, technisches
Chlordan, o-HCH, p,p'-DDT, technisches Toxaphen, Aldrin, Dieldrin, 1,2,4,5-
Tetrachlorobenzol, B-HCH, p,p'-DDD, Hexachlorbenzol, Pentachlorbenzol, y-HCH und
Mirex (jeweils in den Konzentrationen von 1,16, 0,79, 0,68, 0,28, 0,25, 0,21, 0,09, 0,07,
0,05, 0,02, 0,02, 0,016, 0,01, 0,01 und 0,005 uM). Das Gemisch wurde immer im gleichen
Verhiltnis, aber in verschiedenen Verdiinnungen angewandt. Die oben genannten
Konzentrationen entsprechen einer 100-fachen Verdiinnung, dariiber hinaus wurden noch
die jeweils 50-, 20-, 10- und 5-fache Verdiinnung untersucht. Die Mixtur konnte in keiner
Verdiinnung eine signifikante Proliferation von T-47D und CAMA-1 Zellen induzieren. Zu
signifikanter Proliferation von MCF-7 Zellen hingegen fiihrten alle Verdiinnungen, bis auf
die 5-fache. In den hormonunabhingigen MDA-MB2-31 Zellen kam es verglichen mit
Kontrollen zu einer linearen, dosisabhidngigen Hemmung der Proliferation. Die AutorInnen

schreiben das hohere proliferative Ansprechen von MCF-7 Zellen auf die Mixtur, den
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hoheren OR-a-Levels zu, welche diese im Vergleich zu den beiden anderen
hormonsensitiven Zelllinien exprimieren. CAMA-1 Zellen exprimieren den OR-a und den
AR. Wurden diese Zellen mit Oz und der Mixtur ko-inkubiert, kam es mit steigender
Konzentration zu einer Hemmung der Proliferation (signifikant bei 20-, 10- und 5-facher
Verdiinnung). Zusammen mit DHT und O induzierte die Mixtur eine signifikante
Proliferation bei 50-facher Verdiinnung. Diese Konzentration in Kombination mit O, konnte
keine signifikante Proliferation erzielen. Die AutorInnen schlieBen daraus, dass dieser Effekt
durch die antiandrogene Wirkung des Gemisches hervorgerufen werden konnte. Einen
Anteil der Mixtur bildet das antiandrogene p,p'-DDE. Durch Blockade des AR-Pathways
fillt dessen hemmende Wirkung auf den OR-o weg. Die Proliferation von MCF-7 Zellen
fiihren die AutorInnen hingegen auf den Anteil der Xenodstrogene in dem Gemisch zuriick
(203).

Eine Mixtur aus Toxaphen, o,p'-DDT, p,p'-DDE, p,p'-DDT, p,p'-DDE, p,p'-Methoxychlor,
Endosulfan-o und Endosulfan-f (insgesamt 12 ng/ml-12.200 ng/ml) konnte in keiner der
angewandten Dosierungen eine Zellteilung in 6strogen-kompetenten T-47D Zellen auslosen,
wirkte aber bei Ko-Inkubation mit O, (10 M) in der héchsten Dosierung antidstrogen (204).
Eine Mischung aus Aldrin, Dieldrin, o,p'-DDE, p,p'-DDE, p,p'-DDD, 0,p'-DDT und p,p'-
DDT, (0,2, 0,035, 1,43, 1,08, 1,33, 0,31 bzw. 0,46 uM) wurde mit HMEC inkubiert. Diese
Konzentrationen entsprechen bei jedem Pestizid Werten, die im Serum der Bevolkerung der
Kanarischen Inseln gefunden wurden. Neben diesen Konzentrationen wurden dariiber hinaus
jeweils die 100-, 500- und 1000-fache Konzentration untersucht. Die beiden letztgenannten
zeigten zytotoxische Wirkung. Die AutorInnen argumentieren, dass durch Akkumulation im
Fettgewebe die Konzentration dieser lipophilen Pestizide 100 Mal hdher als im Serum
geschitzt werden konnen. Aufgrund des hohen Fettgewebeanteils konnte die weibliche
Brust deshalb hoheren Konzentrationen ausgesetzt sein. Die 100-fache Konzentration (die
einfache wurde nicht untersucht) fiihrte in HMEC im Gegensatz zu O> zur erhdhten
Expression von Genen der Proteinkinasen ACVRLI, KIT, ALK-1und erbB3 (205).

Eine weitere Forschungsgruppe untersuchte in vitro zwei Mischungen aus
Organochlorpestiziden, wie sie im Serum spanischer Frauen mit und ohne Mammakarzinom
gefunden worden waren. Das Gemisch der Frauen ohne Mammakarzinom ,,G* bestand aus:
Aldrin, Dieldrin, Endrin, Lindan, p,p'-DDE, p,p'-DDD und p,p'-DDT (2,8, 1,2, 33,6, 3,8, 22,
4 bzw. 40 nM). Das Gemisch der Frauen mit Brustkrebs ,,BK* bestand aus: Aldrin, Dieldrin,
Lindan, p,p'-DDE, p,p'-DDD, p,p'-DDT (3,2, 1,9, 7.6, 20, 34,6 bzw. 9,2 nM). MCF-7 BUS

Zellen wurden beiden Gemischen in steigenden Konzentrationen (x0,01, x0,1, x1, x10, x100,
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x300) inkubiert. Die G-Mischung fiihrte ab der 10-fachen Konzentration zu einer
signifikanten Proliferation, die BK-Mixtur ab einer 100-fachen Dosierung. Das Antidstrogen
ICI 182,780 konnte das Zellwachstum in jeder Konzentration vollstindig hemmen. Beide
Mixturen induzierten Zellteilung iiber den OR-a und -p und zeigten in Ostrogen- und
androgen-kompetenten MCF-7 AR1 Zellen (mit O> und DHT jeweils 100 pM behandelt)
eine antiandrogene Wirkung. Sie konnten die durch DHT verursachte Hemmung der
Proliferation autheben, wobei die G-Mischung bereits bei geringeren Konzentrationen (x1)
als die BK-Mischung (bei x10) signifikante Effekte hatte. Das BK-Gemisch konnte in
Abwesenheit von Steroidhormonen in MCF-7-AR1 Zellen keine Proliferation induzieren,
die G-Mischung hingegen schon. Die Proliferation des BK-Gemisches in Anwesenheit der
Steroidhormone konnte hauptséchlich iiber einen antiandrogenen Pathway, nicht iiber einen
Ostrogenen Pathway vermittelt werden. Diese Mixtur scheint eine groflere Affinitit zu AR
als zu OR zu haben. Das zeigt, dass bereits geringe Verinderungen in der Zusammensetzung
der Gemische bzw. der Konzentrationen einzelner Bestandteile ihre biologische Aktivitit
beeinflussen konnen (206).

In einem zweiten Experiment konnten die ForscherInnen zeigen, dass die beiden Gemische
BK und G in 10-facher Konzentration die Genexpression von 80 Genen in HMEC signifikant
und verschieden voneinander beeinflussen. So wurden u.a. die Tumorsuppressorgene
EPHA4 und EPHB2 von der G-Mixtur sowie die Onkogene GFRA1 und BHLHBS von der
BK-Mixtur upreguliert. Beide Mixturen konnten also zur Karzinogenese des
Mammakarzinoms beitragen (207).

Triachtige Sprague-Dawley-Ratten wurden mit einer Mischung aus verschiedenen
Organochlorpestiziden an den Gestationstagen 9 bis 16 in der Dosierung 1 ul/g KG
behandelt. In den Brustdriisen der weiblichen Nachkommen konnten am 200. Lebenstag
keine histologischen Verdnderungen objektiviert werden. Einen die Aussage der Studie
limitierender Faktor stellt die Tatsache dar, dass in dieser Behandlungsgruppe nur vier
weibliche Nachkommen geboren wurden. Die verwendete Mixtur bestand aus: Aldrin, p,p'-
DDT, p,p'-DDE, Dieldrin, Endosulfan (30, 30, 570, 50 bzw. 50 ng), Heptachlor,
Hexachlorbenzol, Hexachlorocyclohexane, Mirex, Methoxychlor, 1,2,3-Trichlorobenzene,
1,2,4-Trichlorobenzene, 1,2,3,4-Tetrachlorobenzene, Pentachlorobenzene (0,5, 0,3, 0,3, 0,8,
2,0,77,2,3,0,2 bzw. 0,5 ng), TCDD 1 ng, Arochlor 1254 1 pg, Cadmiumchlorid 0,7 pg und
Bleichlorid 0,1 ng (208).

Neugeborene weibliche Sprague-Dawley-Ratten (durchschnittliche Gruppengrofle 33)
wurden an den Lebenstagen 1, 5, 10, 15 und 20 mit einer Mischung auch p,p'-DDE, p,p'-
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DDT und 19 PBCs (u.a PCB 77, 126, 169, 28, 118, 156, 138, 153 und 180) behandelt. Die
jeweiligen Stoffverhiltnisse des Gemisches richteten sich nach den Werten der von einem
Neugeborenen téglich aufgenommen Muttermilch, die Konzentration wurde jedoch 10-,
100- und 1.000-fach erhoht (x1.000 entspricht 10.694,14 pg/kg KG). Am 21. Lebenstag
erhielten die Ratten zusétzlich eine intraperitoneale Injektion von 30 mg/kg KG N-Methyl-
N-nitrosourea (MNU). In der MNU + 1.000 Gruppe kann es zu einer Zunahme von
Mammalidsionen (benigne und maligne) bei den erwachsenen Ratten, verglichen mit den
Kontrollgruppen, die nur MNU oder nur die Mixtur (x1.000) erhalten hatten. Wurden
maligne und benigne Lédsionen getrennt voneinander betrachtet, kam es zu keinem
signifikanten Effekt. Bei der hdufigsten Lasion handelte es sich um eine benigne Hyperplasie
der Zellen in den TEBs und der lobuldren und alveoldren Strukturen (209).

Die Forschungsgruppe untersuchte aulerdem die Auswirkungen einer Mischung aus AhR-
Agonisten (ebenfalls Muttermilch nachempfunden) auf die Brustdriise. Die verwendte
Mischung enthielt die dioxin-artigen PCBs 77, 126 ,169, sieben polychlorierte
Dibenzofurane und acht polychlorierte Dibenzodioxine. Wieder wurden Gruppen von
Sprague-Dawley-Ratten in den ersten 24 Lebenstagen (sieche oben) mit Substanzen
verschiedener Konzentrationen (x1, x10, x100, x1.000) behandelt. Am 50. Lebenstag wurde
die Mammaldsion-Entwicklung mit MNU initiiert. Die Gruppe, die die 1000-fachen
Konzentration (ohne NMU) erhielt, zeigte im Alter von 32 Wochen einen signifikanten
Anstieg an benignen Léasionen der Brustdriise. Dariiber hinaus fand sich in den NMU
Gruppen kein signifikanten Effekt auf die Brustmorphologie und die Entwicklung von
Brustldsionen (210).

Singuldr verabreicht konnten Dieldrin (3 pM), p,p'-DDT (6 uM), PCB 153 (14 uM) und
2,2'.44'5,5'-Hexabromobiphenyl (8 pM) nach 90 Minuten die GJIC in HBEC nicht
hemmen. Gemische aus p,p-DDT+PCB 153 und Dieldrin+PCB 153 hingegen konnten eine
signifikante Inhibierung der GJIC in HBEC induzieren. Weitere untersuchte Mixturen, die
zu  keinem  signifikanten  Ergebnis  fiihrten, waren:  Dieldrin+2,2'4,4',5,5'-
Hexabromobiphenyl, Dieldrin+PCB 128, p,p'-DDT+2,2',4,4',5,5'-Hexabromobiphenyl und
p,p'-DDT +PCB 128. Passend zur Reduktion der GJIC konnten beide Gemische die Level
an phosphoryliertem Connexin43 senken, aber nicht die Konzentration von Connexin43-
mRNS beeinflussen (139).

Aroclore stellen kommerzielle Gemische aus verschiedenen PCB-Kongeneren dar ( sieche

Kapitel 1.4.8). Aroclor 1221, 1232, 1248, 1256 und 1260 zeigten bis zu einer Konzentration

64



von 10 ° M weder eine dstrogene, noch eine antidstrogene Aktivitit in MCF-7 Zellen.
Untersucht wurde die Wirkung auf O»-induzierte Sekretion von Procathepsin D (187).

10 uM Aroclor 1221 oder 1254 hingegen induzierten in einem anderen Experiment eine
signifikante Zellteilung in MCF-7 Zellen. Eine Kombination der beiden Mischungen
(jeweils beide in den Konzentrationen 0,1, 1 oder 10 uM) konnte aber keine signifikante
Zellteilung bewirken. Wurde ein ERE-tk-CAT-Reportergen in MCF-7 Zellen exprimiert,
konnten weder Aroclor 1221 noch Aroclor 1254 in den Dosierungen von 1 oder 10 uM eine
signifikante CAT-Aktivitit induzieren. In einem kompetitiven Bindungsassay konnte
Aroclor 1221 minimal mit O> um den OR konkurrieren, Aroclor 1254 hingegen nicht (116).
PCB101 (0,47-30 uM), PCB118 (0,23-15 uM), PCB138 (0,23-15 uM), und PCB153 (0,55-
35 uM) wurden als Mixtur in verschiedenen Konzentrationen fiir sechs Tage mit MCF-7
Zellen inkubiert. Alle Konzentrationen fithrten zu einer signifikanten Hemmung der
Zellteilung. Die hoheren Konzentrationen zeigten nach 72 Stunden bzw. sechs Tagen
zytotoxische Effekte. Keines der Gemische konnte die pS2-Expression beeinflussen. Die
AutorInnen schreiben den antiproliferativen Effekt einer induzierten Apoptose zu (180).

3 uM Aroclor 1254 induzierte in MCF-10A Brustzellen eine signifikante Hemmung der
Proliferation (Tag 5 vs. Tag 1). Ab Tag zwei kam es zu Zytotoxizitit (p < 0,001). Die
Behandlung induzierte eine signifikante Steigerung der intrazelluléren und mitochondrialen
02" -Konzentration, aber nicht der H>O»-Level. Zudem induzierte Aroclor 1254 eine
signifikante Steigerung der Mangan-Superoxiddismutase-Aktivitit und eine signifikante
Abnahme der intrazelluldren Glutathion-Konzentration. Durch Antioxidantien konnte die
zytotoxische Wirkung des Pestizids aufgehoben werden, was auf eine Aroclor 1254-
induzierte Zytotoxizitit, die durch oxidativen Stress mediiert wird, schlieen ldsst (185).

In einer weiteren Studie der Autorlnnen wurden MCF-10A Zellen in der Go-Phase
untersucht. Durch Inkubation mit Aroclor 1254 (3 uM) konnte der Eintritt dieser Zellen in
die S-Phase im Vergleich zu Kontrollen signifikant gehemmt werden. Die beiden geringeren
Konzentrationen 0,5 und 1 uM zeigten keine signifikanten Effekte (186).

Mit einer dquimolaren Mixtur bestehend aus PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB
153, PCB 180 und PCB 209 wurden OR-negative MDA-MB-231 und OR-positive MCF-7
Brustkrebszellen behandelt. Anhand eines Transwell-Migrations-Assays konnte gezeigt
werden, dass 30 nM dieser Mischung fiir 24 Stunden die Migration in beiden Zellenarten um
das ca. zehnfache steigerte. Der OR und der AhR scheinen fiir die PCB-induzierte Migration
nicht von Noten zu sein. PCBs steigern intrazelluldre ROS, dariiber kommt es zu einer

Aktivierung der Rho-assoziierten Kinasen 1 und 2. Folge ist die Phosphorylierung der
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leichten Ketten von Myosin, was die Motilitét dieser Zellen steigert und neben anderen
moglichen Mechanismen zur Tumorprogression fiihren konnte. Bei 60 nM kam es aufgrund
der Zytotoxizitit zu keinem signifikanten Effekt. In vivo konnten 3 nM/kg der PCB
Mischung in (NOD/SCID) Maiusen nach vier Wochen eine vermehrte Metastasierung von
MDA-MB-231 Zellen in Leber, Lungen und Knochen induzieren. Limitierend ist hierbei

allerdings, dass beide Gruppen aus nur jeweils vier Mdusen bestanden (211).
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4 Diskussion

4.1 Ostrogen-abhiingige Karzinogenese des Mammakarzinoms

O induziert Proliferation iiber den OR. Durch die Steigerung der Zellteilung nimmt
gleichzeitig die Fehlerwahrscheinlichkeit wiahrend der DNS-Replikation zu. Durch weniger
Zeit fur die Reparatur von DNS-Schidden, wie z.B. DNS-Addukte oder DNS-Briiche,
konnten diese als Mutationen fixiert und somit an Tochterzellen weitergegeben werden.
Gesteigerte Zellteilung konnte eine Gemeinsamkeit in der Pathogenese vieler Krebsarten
ausmachen. Die Zellteilungsrate konnte im Zusammenhang mit der Anzahl der nicht

reparierten DNS-Schéiden stehen (22,25).

Das menschliche Brustgewebe exprimiert sowohl den OR-a, als auch den OR-B (52). An
diese Rezeptoren binden O,, O1 und Ostriol mit hoher Affinitit, wobei O> der potenteste
Agonist ist (35). Die beiden ORs regulieren sowohl gemeinsame als auch verschiedene Gene
und konnen dieselben Gene auf unterschiedliche Art und Weise regulieren (212).

Der OR-B wirkt pro-apoptotisch und antiproliferativ (32). Der OR-a stimuliert Zellteilung
und trigt so maBgeblich zur Karzinogenese bei (39). In OR-a positiven Brustkrebszellen
hemmt der OR-B die OR-a-induzierte Zellteilung (46). Der primire Subtyp, der die Effekte
von O mediiert, ist der OR-0.. Der OR-B scheint die mammotrophe Wirkung des OR-a zu
kontrollieren (50).

Die OR-B Expression nimmt wihrend des Fortschreitens des Mammakarzinoms im
Vergleich zu gesundem Brustgewebe ab (51). Wiéhrend 80 % der Epithelzellen einer
gesunden Brust OR-B exprimieren, sinkt der Anteil beim invasiven duktalen Karzinom auf
nur 10 % (52). Die Expression von OR-a und -p ist gewebeabhingig. Je nach
Entwicklungsstadium kommt es in der Brustdriise der Ratte zu Schwankungen der
Expression des OR-a, aber nicht des OR-B. Dies fithrt zur Zeit der Pubertit und
Schwangerschaft zu einer Abnahme, wéhrend der Laktation zu einer Zunahme und

anschlieBend wieder zu einer Abnahme der Expression des OR-a (213).

Ostrogene konnen iiber verschiedene Wege Einfluss auf eine Zelle nehmen. Beim
klassischen Mechanismus kommt es nach dem Binden von Liganden an ORs zur
Dimerisierung von zwei Rezeptoren, die schlussendlich an EREs in der DNS binden. Die
Rezeptordimere kdnnen auch iiber Transkriptionsfaktoren wie AP-1 oder Sp-1 an die DNS

binden und beeinflussen so Gene, die kein ERE im Promoter haben. Dieser Vorgang wird
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»tethering™ genannt (35,39). Die Rezeptoren konnen bei der Dimerisierung Homo- und
Heterodimere bilden. OR-o gepaart mit OR-o sowie OR-P gepaart mit OR-p bezeichnet man
als Homodimere, OR-a gepaart mit OR-B bilden Heterodimere. Heterodimere regulieren
Gene, die zu einem Grofiteil nicht von Homodimeren reguliert werden (53-55). Nach
Behandlung mit Ostrogen kommt es in Zellen innerhalb von drei bis 15 Minuten zu
sogenannten schnellen bzw. nicht-genomischen Effekten (39). Diese werden
moglicherweise durch membranstindige ORs oder durch den G-protein-coupled estrogen
receptor (GPER) vermittelt (56,63). Es kommt zur Aktvierung von PI3K, Src, MAPK,
eNOS, erb-B2, caveolin 1, EGFR, IGF-IR und G-Protein, welche durch Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren auch zur Gentranskription fiihren konnen (39). ORs konnen jedoch
auch ligand-unabhéngig iiber die Aktivierung von IGF oder EGFR Transkription bewirken
(61,62).

Im Rahmen der Biotransformation werden Ostrogene in wasserldsliche Metaboliten
umgewandelt, die liber Harn oder Stuhl ausgeschieden werden (26). Vermutlich tragen diese
Metaboliten zur OR-unabhiingigen Karzinogenese von Brustkrebs bei (23). CYP1A1 und
CYP1B1 hydroxylieren O2 und O in Phase I der Biotransformation. Mehrere Pathways des
Ostrogenmetabolismus ~ konkurrieren miteinander: der 4-Hydroxylierungspathway
(hauptsidchlich iiber CYP1B1), der 2-Hydroxylierungspatway (hauptséchlich tiber CYP1A1)
und der 16-Hydroxylierungspathway (22,69). So entstehen Catecholdstrogene (2- bzw. 4-
Hydroxydstrogene) und 16a-Hydroxydstron. Diese werden entweder iiber die COMT in
Phase II der Biotransformation methyliert, wobei nicht-gentoxischen Methylostrogene
entstehen, oder sie werden weiter zu 2,3- bzw. 3,4-Chinonen metabolisiert (214). Diese
Chinone bilden DNS-Addukte. Wahrend die 2,3-Chinone, die aus dem 2-
Hydroxylierungspathway stammen, stabile DNS-Addukte bilden, bilden 3,4-Chinone
instabile DNS-Addukte, die DNS-Schaden verursachen konnen (215,216). Die
depurinierenden Addukte, welche von den jeweiligen Chinonen gebildet wurden, korrelieren
mit der Karzinogenitit des jeweiligen Catecholdstrogens (216). Ein Shift in der Balance
zwischen Methylierung (und somit Entgiftung durch die COMT) und der Bildung von
Chinonen konnte zur Induktion von DNS-Schaden fiihren (70).
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4.2 Xenoostrogene

Am besten wurde die Wirkung von Xenoostrogenen in den dstrogen-kompetenten MCF-7
Mammakarzinomzellen untersucht (94,116,121,123,168,183). Die Evidenz zeigt, dass alle
untersuchten Xenoostrogene mit Ausnahme von PCBs in vitro eine 0strogene Aktivitit bzw.
Proliferation induzieren, die um GroBenordnungen geringer als die von O, ist
(117,118,120,146,167). Dioxin-artige und nicht-dioxin-artige PCBs wurden in vitro
einerseits als Ostrogen, andererseits als antidstrogen klassifiziert (181,182,187—
191,195,196).

Dank der groBen Ligand-bindenden-Domine der ORs, die etwa doppelt so grof3 wie die von
O, ist (33), binden einige, aber nicht alle Xenodstrogene an den OR-a und/ oder OR-f
(34,113,117,217-219). So fiihrt B-HCH, ohne Bindung, zur Transaktivierung des ORs, iiber
einen ligand-unabhdngigen Pathway (118,120,144). Die untersuchten Xenodstrogene
binden/aktivieren nicht einfach den OR und wirken auf gleiche, aber eben schwiichere Art
und Weise wie endogene Ostrogene, sondern sie entfalten je nach Chemikalie
unterschiedliche Wirkungen und zeigen dariiber hinaus OR-unabhingige Effekte (126—
128,130,138,153,205,220). 0,p'-DDT z.B. fiihrt in MCF-7 Zellen sowohl zur Expression von
Genen, die von O, upreguliert werden, als auch von solchen, die nicht durch O, induziert
werden (128). Xenodstrogene zeigen auch in OR-negativen Zellen Wirkung
(126,130,139,152,167,170). Bereits einzelne DDT-Isomere bzw. -Metaboliten wirken sich
in vitro sehr unterschiedlich aus. So induziert p,p'-DDT Proliferation, HER2 und Erk1/2
Aktivierung in OR-negativen Brustzellen, wihrend o,p'-DDT dazu nicht fihig ist
(120,122,126). In OR-positiven Zellen konnte p,p-DDT keine HER2-Aktivierung
herbeifiihren, o,p'-DDT hingegen schon (124). o,p'-DDT aktiviert den Src/Ras/Erk-Pathway
in MCF-7 Zellen, p,p'-DDE besitzt diese Eigenschaft nicht (127).

Xenodstrogene aktivieren Kinase-Pathways. Das kann in OR-abhingigem schnellen/nicht
genomischen Signaling, aber auch in OR-unabhiingigem Signaling resultieren (126
128,130,153,220).

e Dieldrin induziert Erk1/2, p38 und den PI3-K/Akt-Signalpathway in MELN (153).

e [(-HCH aktiviert erbB2, Erk1/2 und den Src/Ras/Erk-Pathway in MCF-7 Zellen

(124,125,127,221).
e Endosulfan aktiviert Erk1/2 und PI3-K in MCF-7 Zellen (220).
e p,p'-DDT aktiviert HER2, Erk1/2, c-met in OR-negativen MCF-10A Zellen (126).
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e 0,p-DDT induziert Phosphorylierung von Akt, PKA, HER2, den MAPKs Erk1/2,
JNK und p38a sowie Aktivierung des Src/Ras/Erk-Pathways in MCF-7 Zellen
(124,127,128,130).

e HCB aktiviert den IGF-I-Pathway in MCF-7 Zellen sowie AhR-abhidngig und -
unabhéngig die HER1/Erk1/2- und c-Src/HER1/STATS5b-Pathways in MDA-MB-
231 Zellen. Zudem induziert HCB Smad3, JNK und p38 Phosphorylierung in MDA-
MB-231 Zellen (167,170,175).

Einige der untersuchten Xenodstrogene fallen neben ihrer dstrogenen Wirkung durch eine
Affinitét zu anderen Rezeptoren auf (118,148). HCB wirkt als schwacher Agonist am AhR
(222), p,p'-DDE wirkt antagonistisch am AR und Chlordan ist ein Antagonist des ERRa-1
(118,140,164,223). Auch Dieldrin, Methoxychlor, 0,p'-DDT, p,p'-DDT, Endosulfan, HCB
und Chlordan wirken antagonistisch am AR (118,224,225). o,p'-DDT, p,p'-DDE und p,p'-
DDT wirken antagonistisch am PR in OR-positiven Brustkrebszellen und in einem
hefebasierten Assay. Aber nur o,p'-DDT bindet an den Rezeptor (129,225). Dioxin-artige
PCBs binden an den AhR und induzieren CYPIAl und CYPIBI
(108,191,192,195,196,226). Die anhaltende Aktivierung des AhRs stellt eines der
Schliisselelemente in der Karzinogenese dieser Verbindungen dar. Es kommt zur Hemmung
der interzelluliren Kommunikation und Adhésion, zur Induktion von Proliferation,
Zellzyklus-Deregulation und zu erhohter Invasivitit und Plastizitit. Schlussendliche
Konsequenz ist auch die Induktion von CYP1-Enzymen. Diese Kongenere wirken aber nicht
nur dioxin-artig iiber den AhR, sondern zeigen auch AhR-unabhingige Wirkungen iiber

andere Pathways (108).

Zu einigen Wirkungen von Xenodstrogenen besteht noch Forschungsbedarf. Die bereits
vorhandene Evidenz soll nun in Folge dargelegt werden. Beziiglich der Bewertung der
Evidenz muss erwdhnt werden, dass Studien zu bestimmten Substanzen oft nur aus
bestimmten einzelnen Institutionen vorliegen und die Ergebnisse nicht durch andere, von
der primidren Institution unabhidngige Zentren Uberpriift wurden. HCB z.B. wurde
grofltenteils von einer einzelnen Institution beforscht (167,168,170-173,176), Gleiches gilt
fiir B-HCH (94,124,125,144,221).

Der OR-B wurde 1996 entdeckt, Jahrzehnte nach Entdeckung des OR-a (28,29). Das
bedeutet, dass in Experimenten, die davor durchgefiihrt worden waren, nicht zwischen den

beiden Subtypen unterschieden wurde (100,115).
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Wie bereits erwihnt zeigen Xenodstrogene und O» in vitro einerseits die gleichen,
andererseits aber  auch  unterschiedliche = Wirkungen in  Brustkrebszellen
(127,128,130,136,138,164,166). Nachdem ein Ligand an die Ligand-bindenden-Doméne
eines ORs gebunden hat, kommt es zu einer Konformationsverinderung, welche zu einem
transkriptionskompetenten Rezeptor fithrt (33,35). Die Liganden induzieren fiir sie
spezifische Konformationsverdnderungen, die die Exposition von einmaligen Oberfldchen
fiir die Interaktion mit Ko-Regulatoren nach sich ziehen und so ihre intrinsische Aktivitét
regulieren koénnen (35,227,228). Verbindungen, die als Xenodstrogene z.B. durch ein
Proliferations-Assay klassifiziert wurden, iiben diese Ostrogen-artige Wirkung nicht
zwingend durch die gleiche OR-Konformation aus (157). Ostrogen-artige Verbindungen
unterscheiden sich in ihrer Fiahigkeit schnelles/ nicht-genomisches und genomisches
Signaling zu induzieren und sind in der Lage einen der beiden Wege oder beide Wege
unabhiingig voneinander hervorzurufen (127). Die Aktivierung von schnellem, OR-
abhéngigen Signaling kdnnte abhéngig von der Struktur von Xenodstrogenen sein. Dies

kann Hemmung oder Aktivierung von Kinasen zur Folge haben (220).

Wie bereits erwihnt, zeigen mehrere der untersuchten Chemikalien eine antiandrogene
Wirkung (118,224). Der Androgen-Pathway hemmt das Zellwachstum 0Ostrogen-
kompetenter Brustkrebszellen. Durch die Blockade dieses Pathways durch p,p'-DDE konnte
es zur Progression von Mammakarzinomen kommen (140). Wie andere Xenodstrogene
alleine und in Gemischen, die ebenfalls antiandrogen wirken, den Crosstalk zwischen OR
und AR beeinflussen, muss jedoch noch beforscht werden.

OR-a und PR-positive Mammakarzinome zeigen ein besseres Outcome als OR-a-positive
und PR-negative Mammakarzinome (229). In Anwesenheit von agonistischen Liganden
(Ostrogen und Progesteron) interagiert der PR mit dem OR-o. Das fiihrt zu einzigartiger
Genexpression, die mit gutem klinischem Outcome beim Mammakarzinom assoziiert ist.
Der PR hemmt die OR-o-induzierte Proliferation im dstrogenen Milieu (230). Hypothetisch
konnten Chemikalien, die eine antagonistische Wirkung am PR zeigen (wie sie durch o,p'-
DDT, p,p'-DDT und p,p'-DDE ausgeiibt wird (129)), zur Progression von Brustkrebs
beitragen. Insbesondere, wenn die Chemikalien auch eine agonistische Wirkung am OR-a
ausiiben.

Methoxychlor wirkt antagonistisch am OR-B, Dieldrin und Endosulfan mdglicherweise

ebenfalls (117,118). Der OR-a ist in der hormonabhingigen Tumorprogression mit der
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Entwicklung von Malignitit, Inflammation und anomaler Proliferation assoziiert. Der OR-B
zeigt anti-invasive und anti-migratorische Eigenschaften. Zudem scheint der OR-f der OR-
o-induzierten Proliferation durch Modulation der OR-induzierten Genexpression
entgegenzuwirken (39). Deshalb konnte ein Pestizid, dass agonistisch am OR-a und
antagonistisch am OR-B wirkt, potentiell schiidlicher sein als ein reiner OR-o-Agonist (117).
Der ERRa-1 stellt einen ,,orphan®-Rezeptor, der im menschlichen Brustgewebe exprimiert
wird, dar. Chlordan wirkt an diesem Rezeptor als Antagonist. Trotz einer hohen
Sequenzhomologie mit dem OR-o binden weder Ostrogene, noch Androgene an diesen
Rezeptor (164). EERa-1 kann mit dem OR-a interagieren und als Monomer an EREs in der
DNS binden (231). Moglicherweise konnte Chlordan iiber eine Reduktion der ERRa-1-
Aktivitdit zu einer Unterdriickung der Aromatase-Expression fithren und so die
Ostrogenbiosynthese beeinflussen (164,232). Wie sich der Crosstalk zwischen den
verschiedenen Rezeptoren, an die die jeweiligen Verbindungen binden bzw. die
transaktiviert werden, auf die Pathogenese des Mammakarzinoms auswirkt, ist Bestandteil

weiterfliihrender zukiinftiger Studien.

PCB 138, 153 und 180 (nicht-dioxin-artig) wirken in MCF-7 Zellen 0strogen, proliferativ
und antiapoptotisch (181). In MCF-7 BUS Zellen wirken sie sowohl ostrogen, als auch
antiostrogen (182). Auch PCB77 und PCB 126 (dioxin-artig) wurden in vitro nicht nur als
Ostrogen, sondern auch als antidstrogen klassifiziert (187-191,195,196). Durch das
Abziehen des OR-a von seinen eigentlichen (dstrogenen) Zielpromotern knnte ein Teil der
antiostrogenen Wirkung von dioxin-artigen PCBs entstehen (111). PCB 77 und PCB 126
induzieren eine Translokation des AhR/ARNT-Komplexes zum Promoter von CYP1AI.
Zusitzlich kommt es zu einer Rekrutierung des OR-o an diesen Promoter. Ob diese
Rekrutierung iiber den AhR oder durch direkte Aktivierung des OR-a durch PCBs
geschieht, blieb aufgrund bisher widerspriichlicher Ergebnisse noch ungeklirt
(191,195,196). PCB 77 zeigte in vivo eine antidstrogene Wirkung im Sinne einer Abnahme
von Tumorvolumen und -gewicht DMBA-induzierter Brusttumoren (189). Wurden PCB 77
und DMBA gleichzeitig verabreicht, kam es zur signifikanten gesteigerten Inzidenz von
Mammatumoren allgemein und zu mehr Brusttumoren mit invasiven Eigenschaften.
Moglicherweise kommt des durch PCB 77 zur Induktion von CYP1A1 und so zur Bildung
der eigentlich kanzerogenen Metaboliten von DMBA (193).
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Beeintrachtigte Apoptose stellt einen entscheidenden Faktor in der Malignomentwicklung
dar (233). 0,p'-DDT hemmt die Apoptose in MCF-7 Zellen und steigert OR-abhingig die
BCL-2-Expression (121,123). Die BCL-2-Familie wirkt anti-apoptotisch und reguliert den
intrinsischen Apoptose-Pathway zusammen mit pro-apoptotischen Gegenspielern. Eine
Uberexpression des anti-apoptotischen BCL-2 konnte onkogen sein (233,234). Zudem
konnte 0,p'-DDT auch die TNF-o induzierte Apoptose hemmen (123). Uber die TNF-
Familie wird der extrinsische Pathway der Apoptose reguliert (233). In OR-negativen MDA -
MB-231 Zellen konnte o,p-DDT die Apoptose nicht hemmen (123). Dieldrin hingegen
bewirkte in OR-negativen MDA-MB-231 Zellen mehr Widerstandsfihigkeit gegeniiber
Anoikis. Durch Steigerung der Uberlebensfihigkeit von Brustkrebszellen kénnte Dieldrin
zur Pathogenese von Brustkrebs beitragen (152). Dieldrin war in epidemiologischen Studien
zweier dénischer Gruppen mit einem erhohten Risiko an Brustkrebs zu erkranken und mit
erhohter Mortalitdt assoziiert (235-237). Des Weiteren war die Wahrscheinlichkeit bei
hohen Dieldrin Konzentrationen ein OR-negatives Mammakarzinom zu entwickeln erhoht

(238).

Einige der untersuchten Xenodstrogene konnen in vitro in den Ostrogenmetabolismus und
in die Ostrogenbiosynthese eingreifen (130,131,141). o,p'-DDT induziert Aromatase-
Expression in OR-negativen MDA-MB-231 Zellen sowie OR-positiven MCF-7
Brustkrebszellen und greift so in vitro auch in die Biosynthese von Ostrogen ein (130).

Endosulfan-a, Dieldrin und Chlordan senken die CYP1A1 Aktivitdt in vitro (165). Dadurch
konnte es zu einer Verschiebung des CYPIA1/CYP1B1-Verhiltnisses und zu einem Shift
im Ostrogenmetabolismus zu genotoxischeren Metaboliten kommen. CYP1A1 triigt in der
Biotransformation von Ostrogenen hauptsichlich zum 2-Hydroxylierungspathway bei, der
zu weniger genotoxischen Metaboliten als der 4-Hydroxylierungspathway fiihrt, zu dem
CYPIBI hauptsichlich beitragt (22,69,165,216). Endosulfan-o und -B, p,p'-DDE und o,p'-
DDT steigern passend dazu die 16a-Hydroxydstron/2-Hydroxydstron-Ratio in MCF-7
Zellen (131). 16a-Hydroxyostron wirkt in vitro proliferativ, antiapoptotisch  und

genotoxisch (76,77).

0,p'-DDT verindert wie auch O» das Expressionsprofil von Mikro-RNS in MCF-7 Zellen.
Auch hier glich die Expression teilweise der von O, induzierten, teilweise unterschieden sie
sich (136). Mikro-RNS kodiert nicht fiir Proteine, sondern reguliert die Translation

verschiedener Ziel-mRNS in Proteine. Posttranskriptionales Gen-Silencing ist einer der

73



mafgeblichen Mechanismen der Regulation der Genexpression. Mikro-RNS kontrollieren
die Differnzierung, das Uberleben und das Wachstum von Zellen und spielen
dementsprechend auch eine Rolle in der Karzinogenese. Eine verdnderte Mikro-RNS-
Expression wurde in vielen Krebsarten identifiziert. So kann die Uber- bzw. Unterexpression
von Mikro-RNS zu einer vermehrten Translation von onkogenen mRNS oder zur
verminderten Translation von tumorsuppressiver mRNS filhren (44). Durch eine
Verdanderung des Expressionprofils von Mikro-RNS koénnten Xenodstrogene zur

Karzinogenese beitragen (136).

Eine Vielzahl biologischer Prozesse wird durch ROS reguliert. Auch in der Entstehung von
Krebs konnten diese hochreaktiven Molekiile und Ionen eine Rolle spielen. Tumorenstehung
und -progression konnten aufgrund von molekularen Verdnderungen, welche ROS
induzieren, enstehen. ROS-Level zeigen sich in Tumorzellen erhoht (239). Die dioxin-
artigen PCBs 126 und 77 sowie die nicht-dioxin-artigen PCBs 52 und 153 induzieren ROS
und DNS-Schéden in OR-positiven und -negativen Brustkrebszellen. Dabei scheint der OR-
a protektiv zu wirken (179,184). Die kommerzielle PCB-Mischung Aroclor 1254 steigert
die O;" -Konzentration in MCF-10A Brustzellen (185). Ein Gemisch aus sieben nicht-
dioxin-artigen PCBs erhoht die Motilitdt in MCF-7 Zellen (nicht metastasierend) und MDA-
MB-231 Zellen (metastasierend) durch Induktion von ROS, was zu einer Aktivierung der
Rho-assoziierten Kinase fiihrt. Diese Effekte sind AhR- und OR-unabhingig (211). Die
Kanzerogenitdt von PCBs darf nicht alleine den dioxin-artigen PCBs zugeschrieben werden.
Nicht-dioxin-artige Kongenere wirken iiber multiple AhR-unabhédngige Pathways. So
induzieren sie ROS, unterdriicken Bestandteile von tight-, gap- und adherens- Junctions, was
wiederum alles zur Promotion und Progression von Tumoren beitragen konnte. Elektrophile
Spezies entstehen durch metabolische Aktivierung von PCB-Kongenere mit bis zu vier

Chloratomen. Diese resultieren in einer Steigerung von DNS-Addukten (108).

Xenoostrogene konnten auch Einfluss auf die Angiogenese nehmen. Die Angiogenese ist
eine Neovaskularisierung, die es einem Tumor ermdglicht, ausreichend mit Sauerstoff und
Néhrstoffen versorgt zu werden sowie CO2 und Abfallstoffe in die Blutbahn abzugeben. In
der Tumorprogression wird meist ein sogenannter ,, Angiogenic-Switch®, der zur
Vaskularisierung von Tumorgewebe fiihrt, aktiviert. Zu den Faktoren, die die Angiogenese
regulieren, gehoren sowohl hemmende als auch fordernde. VEGF-A sendet iiber

Oberfldchenrezeptoren stimulierende Signale an Endothelzellen und fordert so die
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Angiogenese. VEGF kann iiber Signaling von Onkogenen und durch Hypoxie upreguliert
werden (234). o,p'-DDT steigert die Expression von VEGF-A in MCF-7 Zellen OR-
unabhingig (128). Dieldrin steigert die Expression von VEGF OR-o-abhingig.
Verschiedene Kinasen scheinen in die Dieldrin-induzierte VEGF-Expression involviert zu
sein: Erk1/2, p38 und der PI3-K/Akt-Signalpathway. Dabei scheint p38 nur in den von
Dieldrin induzierten Signalpathway involviert zu sein, nicht in den von O, (153). HCB
fordert im Maus-MDA-MB-231-Xenograftmodel die Angiogenese und VEGF Expression.
HCB steigert die VEGF-Sekretion und VEGFR2-Proteinlevel und induziert Migration und
Tubulogenese iiber AhR, COX-2 und VEGFR2-Pathways in humanen Endothelzellen
(HMEC1) (175). In der Extrazelluldrmatrix konnen latente Formen von VEGF-Liganden
gelagert werden, die durch Degradation der Extrazelluldrmatrix, durch Matrix-
degradierende Proteasen wie MMP9 frei werden (234). 0,p'-DDT steigert die Genexpression
von MMP9 und MMP2 in MCF-7 Zellen (134). B-HCH steigert MMP12- und MMP13-
mRNS in MCF-10AT1 Zellen (145). HCB induziert Aktivierung und Sekretion der MMP9
und eine Steigerung der mRNS von MMP9 und MMP2 in OR-negativen MDA-MB-231
Zellen (170,171).

Im Zuge der malignen Progression epithelialer Karzinome kommt es zu lokaler Invasion und
Metastasierung. Dabei entstehen Verdnderungen der Verankerung von Zellen untereinander,
der Extrazelluldrmatrix und der Zellform. Die “epithelial-to-mesenchymal transition”, ein
Prozess, der zur Wundheilung und embryonalen Morphogenese von Zellen genutzt wird,
wird zweckentfremdet und gibt epithelialen Tumorzellen die Fahigkeit zur Invasion und
Metastasierung (234). o,p'-DDT steigert OR-abhiingig das invasive Potential von MCF-7
Zellen. Dies steht in Zusammenhang mit einer Expressionssteigerung der invasivitéts-
unterstiitzdenden Proteine MMP9 und MMP2. Die verminderte Zell-Zell-Adhésion ist
assoziiert mit der o,p’-DDT-induzierten Downregulation der E-Cadherin- und B-Catenin-
Genexpression (134). E-Cadherin ist ein Schliisselenzym der Zell-Zell-Adhésion. Dieses
Enzym bildet Adherens Junctions und nimmt im Laufe der malignen Progression von
Karzinomen ab (234). Dieldrin, p,p'-DDT und PCB 153 hemmen die GJIC in OR-negativen
HBEC. Dieldrin und p,p-'DDT induzieren eine Connexin43-Hyperphosphorylierung und
Dieldrin induziert zusitzlich einen Verlust von Connexin43-Membranplaques. Auch
Gemische aus p,p'-DDT und PCB 153 bzw. Dieldrin und PCB 153 konnten die GJIC in
HBEC hemmen (139). Chronische HCB-Exposition fiihrt in vivo zu Connexin43-

Downregulation in der Brustdriise von Ratten (174). In der weiblichen Brust werden
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Connexin26 und Connexin43 exprimiert. In frithen Stadien des Mammakarzinoms und in
fortgeschrittenen primiren Tumoren sind die Connexine oft downreguliert oder nicht zu klar
erkennbaren Gap Junctions formiert. Das konnte die Invasion und Intravasion von
Tumorzellen erleichtern (240). Auch Pestana et al. konnten eine gesteigerte Invasivitéit nach
o,p-DDT-Behandlung in MCF-7 Zellen beobachten, jedoch eine gesenkte in MDA-MB-231
Zellen (122). MCF-7 Zellen, die langfristig mit f-HCH behandelt wurden, zeigten vermehrt
verankerungs-unabhingiges Wachstum (94). In MCF-10AT1 Zellen, die mit B-HCH
inkubiert wurden, kam es zur vermehrten Expression von MMP12- und MMP13-mRNS
(145). HCB induziert vermehrte Migration und Invasion in MDA-MB-231 Zellen unter
Beteiligung der AhR-, c-Src- und HER1-Pathways. Zudem kommt es zu Aktivierung und
Sekretion der MMP9 und zu einer Steigerung der mRNS von MMP9 und MMP2 (170,171).
Im Rattenmodel ist HCB ein Ko-Karzinogen und induziert Metastasierung (171-173). Der
Htransforming growth factor-f“ (TGF-B) wirkt antiproliferativ. Bei Krebs im
fortgeschrittenen Stadium kommt es zu einer Verdnderung im Signaling. Statt
antiproliferativ zu wirken, aktiviert TGF-B die “epithelial-to-mesenchymal transition”. Ein
Zellprogramm, das in Krebszellen Eigenschaften induziert, die mit hochgradiger Malignitit
assoziiert sind (234). HCB steigert TGF-B1-Proteinlevel und Aktivierung und moduliert die
Interaktionen zwischen AhR und TGF-B1, was zu einem invasiven Phénotyp von MDA-
MB-231 Brustkrebszellen fiihrt (176). Sieben nicht-dioxin-artige PCBs konnten im in vivo
MDA-MB-231-Maus-Modell die Metastasierung in Knochen, Lunge und Leber steigern. In
vitro konnten sie die Motilitit von MCF-7 Zellen steigern (211).

Die IARC Kklassifiziert Endosulfan nicht und Methoxychlor als “not classifiable as to its
carcinogenicity to humans”. f-HCH, HCB und Chlordan werden als ,,possibly carcinogenic
to humans®, Dieldrin und DDT als ,,probably carcinogenic to humans*, und ,,dioxin-artige*
PCBs als ,,carcinogenic to humans* in Bezug auf maligne Melanome eingestuft. Sowohl bei
Dieldrin, als auch bei dioxin-artigen PCBs besteht eine positive Assoziation mit Brustkrebs
(86,93,108). Beziiglich DDT und dem Mammakarzinom schreibt die IARC, dass seit 1993
tiber 40 Studien und vier Metaanalysen durchgefiihrt worden seien, um eine mdgliche
Assoziation zwischen p,p-DDE  und/ oder p,p'-DDT und dem Mammakarzinom
aufzuzeigen. Groftenteils ist dies nicht gelungen, was von Metaanalysen bestétigt wird. Von
Interesse bleibt das Alter zum Zeitpunkt der Exposition in Relation zum Brustkrebsrisiko
(86). Dieser Zeitfaktor konnte von entscheidender Bedeutung fiir die Karzinogenese des

Mammakarzinoms sein (86,241,242). Zu diesem Thema besteht noch viel
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Forschungsbedarf. Es gibt jedoch bereits in vivo Evidenz. So zeigten sich in den Brustdriisen
von Sprague-Dawley-Ratten, die peripubertir o,p'-DDT erhielten, am 35. Lebenstag
vermehrt chromosomale Aberrationen und Proliferation (137). Zu dieser Zeit ist die
Morphogenese der Brust in vollem Gange. Hochproliferative Strukturen, die ,,Terminal End
Buds* genannt werden und von denen die Brustentwicklung in der Pubertét ausgeht, sind
bereits vorhanden. Die Empfindlichkeit gegeniiber chemischen Karzinogenen ist zu diesem
Zeitpunkt erhoht (243,244). Johnson et al. pflanzten prapubertiren MMTV-neu-Mausen
Pellets, welche p,p'-DDE abgeben, in die Brustdriise ein. Es kam zu einer signifikanten
Verringerung der Latenzzeit von HER2-positiven Brusttumoren (142). MMTV-Mause, die
bis zur Entwéhnung mit 4,5 pg/g KG Dieldrin gefiittert wurden, zeigten nach Wochen eine
signifikant erhohte Tumorinzidenz und ein signifikant erhdhtes Tumorvolumen (155).
Ratten, die in Utero, ab dem 14. Gestationstag mit téglich Dieldrin 15 pM behandelt wurden,
zeigten am 18. Gestationstag ein verzdgertes Brustwachstum und unterentwickelte alveolére
Strukturen (245). Die epitheliale Brustknospe bildet sich bei Mausen in Utero am 12. bis 14.
Gestationstag. Sie beginnt als Reaktion auf Signale des umliegenden Fettgewebes primére
Ducti zu formen. Diese Ducti wachsen dann in den Fettkorper ein. Durch Einflussnahme auf
diesen Prozess konnte es zu Verdnderungen im zeitlichen Ablauf der Brustentwicklung oder
der alveoldren Strukturen kommen (243).

Bei der histopathologischen Untersuchung der Brustdriisen von weiblichen Sprague-
Dawley-Ratten, die ab dem 65. Lebenstag mit HCB behandelt wurden, zeigten sich am 150.
Lebenstag vermehrt hyperplastische Ducti, eine erhohte Anzahl an ,,Terminal End Buds®,
vermehrte Proliferation der Ducti und eine erhohte Anzahl von Nuclei im Stroma (173). In
der peripubertiren Phase treten bei Ratten hochproliferative Strukturen in der Brustdriise
auf, die ,,Terminal End Buds*“ genannt werden. Im Laufe der Differenzierung zur reifen
Brust verschwinden diese wieder. Sie entwickeln sich zu terminalen Ducti und
Alveolarknospen weiter. In weiblichen Sprague-Dawley-Ratten kommt es am 21.
postnatalen Tag zu einer maximalen Dichte an ,,Terminal End Buds®, darauthin bis zum 63.
Lebenstag zu einer steilen Abnahme und bis zum 84. Tag nochmals zu einer langsamen
Abnahme. ,,Terminal End Buds* sind empfindlich gegeniiber chemischen Karzinogenen. Ist
die Brust wédhrend der Zeitspanne, in der ,,Terminal End Buds* priasent sind, chemischen
Karzinogenen ausgesetzt, ist dies mit einer erhohten Tumoranzahl pro tumortragender Ratte
assoziiert (244). HCB fiihrt in Ratten zu einer erhohten Anzahl an ,, Terminal End Buds* am
150. Lebenstag (173). Potentiell konnte jede Chemikalie, die die Anwesenheit von

,LTerminal End Buds* in der Brustdriise verlédngert oder deren Differenzierung verlangsamt,
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Einfluss auf die Empfindlichkeit der Brust gegeniiber Karzinogenen nehmen (243). PCBs
wurden in der Muttermilch gefunden und iiberwinden die Blutplazentaschranke. Geringere
Konzentrationen an entgiftenden Enzymen flihren in Kombination mit niedrigen
Aufnahmebarrieren in der Lunge, der Haut und gastrointestinal zu einer verstirkten
Akkumulation von PCBs in Kindern (108). So hatte PCB 126 auf Sprague-Dawley-Ratten,
die intrauterin und wéihrend dem Sdugen mit der Chemikalie behandelt wurden, je nach
Dosierung unterschiedliche Auswirkungen. In der hochsten Dosierung (7,5 pg/kg KG)
reduzierte es die Mammatumorinzidenz signifikant, wihrend es bei 250 ng/kg KG zu einem
erhohten Tumorgewicht und zu einem erhohten Proliferationsindex der Tumoren kam (246).
Passend dazu konnte gezeigt werden, dass 7,5 pg/kg KG PCB 126 nach 30 Tagen zu einer
reduzierten Anzahl an ,, Terminal End Buds® in der Brustdriise von Ratten fiihrt, die sich
nach 50 Tagen zwar nicht mehr signifikant von denen der Kontrollen unterschied, aber einen
geringeren Proliferationsindex hatte. Bei 250 ng/kg KG hingegen zeigte sich am 50.
Lebenstag eine signifikant erhdhte Anzahl an ,,Terminal End Buds“ und ein signifikant
erh6hter Proliferationsindex. Dadurch konnten Ratten, die mit der héheren Dosis behandelt
wurden, im Gegensatz zur geringeren Dosierung geschiitzter vor einem Karzinogen sein
(247). Verschiedene Gemische aus endokrinen Disruptoren, mit denen Ratten in Utero und/
oder wihrend dem Sédugen behandelt wurden, hatten keinen Effekt auf spitere durch

Karzinogene induzierte Tumoren (208-210).

Auch zwei epidemiologische Studien konnten einen mdoglichen Zusammenhang zwischen
Expositionszeitpunkt und Brustkrebs aufzeigen. Cohn et al. konnten DDT-Exposition in
frithen Lebensjahren mit Krebserkrankungen in zwei Generationen in Verbindung bringen
(248,249). Sie untersuchten das Serum von Frauen, denen von 1959 bis 1967 nach Geburt
eines Kindes in den USA im Rahmen der Child Health and Developement Studies (CHDS)
Blut abgenommen worden war. In diesem Zeitraum hatte die Verwendung von DDT in den
USA ihr Maximum erreicht. 129 Frauen, die vor dem 50. Lebensjahr invasiven oder
nichtinvasiven Brustkrebs entwickelten, wurden in die Nested-Case-Control-Studie
eingeschlossen und gematcht. Das Serum wurde auf p,p'-DDT, o,p'-DDT und p,p'-DDE
untersucht. DDT wurde ab 1945 in den USA vermehrt verwendet. Frauen, die 1945 jlinger
als 14 Jahre alt waren und deren p,p'-DDT-Werte in der oberen Terzile lagen, hatten ein
signifikant erhohtes Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken (OR =5,4 CI, 1,7-17,1,
p < 0,01). o,p'-DDT hingegen war mit einem signifikant verringerten Risiko an einem

Mammakarzinom zu erkranken assoziiert (3. vs 1. Tertile :OR = 0,3 CI,0,1-0,7, p < 0,00).
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p,p'-DDE-Serumkonzentrationen waren nicht mit Brustkrebs assoziiert. Frauen, die erst nach
dem 14. Lebensjahr mit p,p'-DDT in Kontakt gekommen waren, also welche 1931 oder
spater geboren wurden, wiesen kein erhohtes Risiko an einem Mammakarzinom zu
erkranken auf (248).

Die Tochter der oben genannten Kohorte wurden, in einer zweiten Studie, in Abhadngigkeit
der maternalen p,p'-DDT-, 0,p-DDT- und p,p'-DDE-Konzentrationen, beziiglich des Risikos
ein Mammakarzinom zu entwickeln untersucht. Aus einer Kohorte von 9300 Tochtern
wurden 118, die bis zum Alter von 52 Jahren mit invasivem oder nicht-invasivem Brustkrebs
diagnostiziert worden waren, in eine Nested-Case-Control Studie eingeschlossen. Hohe
miitterliche o,p'-DDT Werte nach der Geburt (4. Quartil) waren mit einem 3,7-fach erhohten
Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken assoziiert (OR = 3,7, CI, 1,5-9,0 p <0,004).
Diese Werte waren unabhéngig von der miitterlichen Brustkrebsanamnese. Miitterliche p,p'-
DDT und p,p-DDE Werte waren nicht mit einem Mammakarzinom der Tochter assoziiert.
Des Weiteren waren erhohte Serum o,p'-DDT-Level mit einem fortgeschrittenen Stadium
bei Diagnose (OR (4.vsl.quartile) = 4,6; 95 % CI 1,3-16,6) und mit HER2-Expression
assoziiert (OR (4. vs 1. Quartile) = 4,6, 95 % CI, 1,1-19,7). Limitierend dabei ist, dass 16
Mammakarzinome HER2-positiv und 22 in einem fortgeschrittenen Stadium waren (249).
Moglich wire hier auch eine Verkiirzung der Latenz wie bei Johnson et al. im Rattenmodell

(142).

Wie bereits erwihnt sind Menschen und Tiere durch die Umwelt nicht einzelnen Substanzen,
sondern komplexen Gemischen an Xenodstrogenen ausgesetzt (108,197).

Es gibt Evidenz, wie sich diese Gemische als Gesamtheit auf die Karzinogenese des
Mammakarzinoms auswirken, es besteht jedoch noch nachhaltiger Forschungsbedarf.
GrofBtenteils zeigten die Mischungen additive Wirkungen in Proliferations-Assays oder
Transaktivierungs-Assays (116,119,151,158,199,202). Eindeutig seltener wurde von
synergistischen Wirkungen berichtet (116,163). Gemische, die mit dem ,,whole mixture
approach® untersucht wurden, zeigten neben Ostrogener Wirkung auch antiandrogene
Wirkung. Auffallend ist, dass bereits kleine Verdnderungen in der Zusammensetzung einer
Mischung oder der Konzentrationen einzelner Bestandteile zu einer Verdnderungen der

Wirkung fiihren kénnen (203,206,207).
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4.3 Conclusio

Auf Grundlage der durchgefiihrten Arbeit und in Bezug auf die Forschungsfrage der

Diplomarbeit werden folgende Thesen (zu beweisende Behauptungen) aufgestellt:

e Xenodstrogene beeinflussen die Pathogenese des Mammakarzinoms.

e Es gibt Zeitfenster erhdhter Suszeptibilitit gegeniiber Xenodstrogenen. Diese

Zeitfenster sind: Intrauterine Phase, Peripubertit und Schwangerschaft.

e Pathogene Substanzen sind o,p-DDT, p,p-DDT, p,p-DDE, HCB, Dieldrin, B-HCH

und dioxin-artige PCBs.

Weiterer Forschungsbedarf besteht zu folgenden Fragestellungen:

Mit Blick auf deren Pathogenitit weiter zu beforschende Substanzen sind:
Chlordan, Endosulfan, Methoxychlor und nicht-dioxin-artigen PCBs in vitro und
in vivo.

Uberpriifung der Ergebnisse einzelner Studien, die bisher nur durch ein Zentrum
erbracht wurden durch weitere unabhingige Institutionen, mit besonderem
Augenmerk auf HCB und -HCH.

Wie verdndern Xenodstrogene einzeln und als Gemische in umweltrelevanten
Konzentrationen die Mammogenese?

Wie wirken sich Agonismus und Antagonismus von Xenoostrogenen alleine und
in Mixturen an verschiedenen Rezeptoren (AR, PR, OR, AhR) auf die
Pathogenese des Mammakarzinoms aus? Wie beeinflussen sich diese
Rezeptorpathways gegenseitig?

Gibt es Assoziationen zwischen Exposition mit Xenoostrogenen und
Mammakarzinomrezidiv bzw. der Prognose der Erkrankung?

Wie wirken sich Xenoostrogene singuldr und in Gemischen auf Invasion,
Migration, Metastasierung und Angiogenese in vivo und in vitro aus?

Wie sehen mechanistischen Pathways von Xenodstrogenen einzeln und als
Gemische in vitro und in vivo aus? Welche Rolle spielen dabei der OR-0,-p und
der GPER?

Welche Konformationsverinderungen induzieren Xenodstogene am OR-a und —
B und wie wirken sich diese auf das Transkriptionsverhalten aus? Xenodstrogene

als SERMs?
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Wie interagieren Xenoostrogene einzeln und als Gemische mit endogenen
Hormonen?

Wie Dbeeinflussen Xenodstrogen einzeln und als Gemische den
Ostrogenmetabolismus?

Wie induzieren Xenodstrogene einzeln und als Gemische ROS? Wirkt der OR-a
dabei protektiv?

Wie verdndern Xenodstrogene einzeln und als Gemische die Mikro-RNS

Expression?
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