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1. Einleitung 
 

Östrogen ist ein Sammelbegriff für Stoffe, die sich chemisch voneinander unterscheiden, 

jedoch biologisch die gleiche Wirkung ausüben und speziell die Brunft, d.h. den Oestrus, 

auslösen (Strauss, 1986). Die auffälligsten Aufgaben von Östrogen bestehen darin, den 

weiblichen Körper auf Fortpflanzung zu programmieren, insbesondere dafür zu sorgen, daß 

sich Brust (Topper, 1980) und Gebärmutter ausbilden und bestimmte Gehirnstrukturen 

entsprechend angelegt werden. Östrogen beeinflußt aber auch andere Organe: Es wirkt auf 

Gehirnzentren, die die Körpertemperatur regulieren. Es schützt das Herz, indem es 

arteriosklerotischen Ablagerungen an den Wänden der Herzkranzgefäße entgegenwirkt. Die 

Leber bildet unter dem Einfluß von Östrogen weniger des Arteriosklerose fördernden 

„leichten“ (LDL oder low density lipoprotein) Cholesterins und mehr der schützenden 

„schweren“ (HDL oder high density lipoprotein) Variante. Außerdem erhält Östrogen die 

Knochensubstanz, weil es ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau herstellt. Zusätzlich 

reguliert es die zyklischen Veränderungen der Vaginalschleimhaut. 

Was es bedeutet, wenn Östrogen fehlt, erfahren Frauen besonders deutlich in und nach den 

Wechseljahren, wenn die Eierstöcke (= Ovarien) ihre Hormonproduktion einstellen. Viele 

postmenopausale (Menopause = letzte Regelblutung) Frauen leiden unter Hitzewallungen und 

nächtlichen Schweißausbrüchen. Zugleich steigt der LDL-Cholesterinspiegel im Blut, 

wodurch sich das Risiko für Arteriosklerose und Herzinfarkt erhöht. Auch die 

Knochensubstanz baut sich schneller ab, wodurch die Knochendichte abnimmt und 

Osteoporose entstehen kann (Hammond, 1995). Diese  Symptome werden heutzutage 

verstärkt durch Gabe von Sexualhormonen in einer Hormonersatztherapie unterdrückt. Eine 

Östrogenmonotherapie ist mit einem erhöhten Risiko für ein Endometriumkarzinom 

(Beresford, 1997), daß durch zusätzliche Gabe eines Gestagens deutlich reduziert werden 

kann. Zusätzlich besteht ein erhöhtes Brustkrebsrisiko (Beckmann, 2000a und b), verbunden. 

Im Uterus regeln Sexualsteroidhormone, besonders Östrogen und Progesteron, den Ablauf des 

menstruellen Zyklus (Cornillie, 1985). Der Uterus ist ein dickwandiges, birnenförmiges 

Hohlorgan. Die Uteruswand besteht aus einer dicken Muskelschicht (Myometrium), die innen 

von einer Schleimhaut (Endometrium) und außen von einer Serosa (Perimetrium) überzogen 

ist. Hiervon wird lediglich ein Teil des Endometriums (= Gebärmutterschleimhaut) von den 

Konzentrationsschwankungen der Sexualhormone beeinflußt. Während die Basalis (= Zona 

basalis), die direkt an das Myometrium anschließt, nicht die zyklischen Veränderungen  
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Abb.1.1.:  Schema des menstruellen Zyklus im Vergleich mit den Eierstockveränderungen und den zyklischen 
Schwankungen von Östrogen, Progesteron, LH und FSH (nach Wheater, 1987). 
 

durchläuft, ist die Funktionalis (= Zona funktionalis) der Teil, der im Verlauf des Zyklus 

aufgebaut und schließlich, wenn keine Befruchtung eintritt, wieder abgestoßen wird. Während 

der fortpflanzungsfähigen Lebensjahre wechselt das Erscheinungsbild der oberflächlichen 

Funktionalis des Endometriums von Tag zu Tag aufgrund des regelmäßigen Menstruations-

zyklus. Die zyklischen Veränderungen am Endometrium werden vom Wechsel der ovariellen 

Hormonproduktion beherrscht, die ihrerseits den zyklischen Veränderungen der FSH 

(follikelstimulierendes Hormon)- und LH(luteinisierendes Hormon)-Produktion in der 
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Hypophyse unterworfen sind. Die Sekretion dieser gonadotropen Hormone wird wiederum 

durch die Freisetzung der Gonadotropin-releasing-hormone (GnRH) im Hypothalamus 

gesteuert.   

Der Menstruationszyklus dauert durchschnittlich 28 Tage und beginnt mit der Menstruation, 

bei der die im vorhergehenden Zyklus aufgebaute Funktionalis abgestoßen wird. Die 

Menstruationsblutungen dauern im Durchschnitt vier Tage (= Desquamationsphase). Nach der 

Menstruation beginnt die Proliferationsphase, in der die Funktionalis aus der Basalis neu 

gebildet wird. Die Proliferationsphase wird auch Follikel- oder Östrogenphase bezeichnet, da 

die Proliferation der Funktionaliszellen durch die im heranreifenden Follikel gebildeten 

Östrogene stimuliert wird. Durch die im reifen Follikel (=.Tertiärfollikel) vermehrte 

Östrogensynthese kommt es durch positive Rückkopplung zu einem gipfelartigen Anstieg der 

FSH- und LH-Freisetzung. Der LH-Gipfel löst den Eisprung (= Ovulation) aus. Beim 28-

tägigen Zyklus geschieht dies am 14. Tag. Der durch die Ovulation entstehende Gelbkörper 

(= Corpus luteum) wirkt fortan als Progesteronquelle, welche sich bei nicht erfolgter 

Befruchtung erschöpft. Der Anstieg der Progesteronkonzentration bewirkt in der Funktionalis 

den Übergang in die Sekretionsphase (= Gelbkörper-, Luteal- oder Progesteronphase). Hierbei 

inhibiert Progesteron die östrogenabhängige Proliferation und induziert die sekretorische 

Funktion des Gewebes. Der Beginn der Sekretionsphase ist durch das Auftreten basaler 

Sekretvakuolen in den Drüsenzellen charakterisiert. Das glykogenhaltige Sekret wird in der 

folgenden Zeit durch apokrine Sekretion ins Drüsenlumen sezerniert. Die Sekretionsaktivität 

geht nach dem 22. Tag langsam zurück. Durch die Rückbildung des Gelbkörpers (ca. am 25. 

Tag) kommt es in der späten Sekretionsphase zu einem Abfall der Progesteron- und 

Östrogenbildung. In der Praemenstruationsphase kontrahieren die Schleimhautgefäße 

(Spiralarterien), wobei der entstehende Blutstau zu einem Sauerstoffmangel (Ischämie) führt 

(Markee, 1940). Durch die Ischämie kommt es zu einer Beschädigung der Gefäßwände, sowie 

zu einer Nekrose der Funktionaliszellen (Speroff, 1971). Löst sich schließlich die 

krampfartige Kontraktion der Spiralarterien, kommt es unter dem Druck reichlich 

einströmenden Blutes zur Ruptur des Funktionalisgewebes (Nogales-Ortis, 1978). Neben der 

physiologischen Auslösung des Absterbens der Funktionalis tritt zudem ein auf molekularer 

Ebene programmiertes Absterben durch apoptotische Prozesse auf. Dieses wurde 

morphologisch durch das Auftreten von apoptotic bodies (Hopwood, 1975) und molekular-

biologisch durch das Auftreten bestimmter Apoptose-spezifischer Marker vor allem in den 

Drüsenepithelzellen nachgewiesen (Kokawa, 1996; Konno, 2000). Neben dem Endometrium 

ist Apoptose auch in anderen Geweben ein wichtiger Regulationsmechanismus der 
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Zelldynamik (Williams, 1991; Singh, 1994). Aufgrund der morphologischen Veränderungen 

des Endometriums läßt sich bei Endometriumbiopsien die Zyklusphase genau bestimmen. Die 

physiologischen Vorgänge können somit den bestimmten zyklischen Phasen zugeordnet und 

Zusammenhänge mit dem jeweiligen hormonellen Millieu untersucht werden. 

Für die Regulation des menstruellen Zyklus ist 17β-Östradiol das entscheidende Östrogen 

(Breckwoldt, 1994). Auf molekularer Ebene wird seine Wirkung, genauso wie beim 

Progesteron, über spezifische Rezeptoren, die Östrogenrezeptoren α und β (estrogen receptor 

α = ERα, estrogen receptor β = ERβ) vermittelt, die zur Superfamilie der Steroidrezeptoren 

gehören. Dieses ist eine Klasse von liganden-abhängigen Transkriptionsfaktoren (Parker, 

1993; Beato, 1995), die Gene regulieren, die in einer großen Reihe von biologischen 

Prozessen, wie z.B. die Entwicklung, die Reproduktion und die Homöostase (Mangelsdorf, 

1995), involviert sind. Die Familie der Steroidrezeptoren umfaßt die für Östrogen (ER), 

Progesteron (PR), Androgene (AR), Glucocorticoide (GR) und Mineralcorticoide (MR).  

Die Effekte von Östrogenen und Antiöstrogenen werden hauptsächlich über spezifische 

nukleäre Rezeptoren, die Östrogenrezeptoren α (ERα) und β (ERβ), vermittelt 

(Katzenellenbogen, 1997a). 1986 wurde der erste Östrogenrezeptor, später als ERα 

bezeichnet,  kloniert (Green, 1986; Greene, 1986). 1996 wurde durch Mosselmann et al. ein 

zweiter humaner ER, der ERβ, erstmals beschrieben (Kuiper et al. entdeckten den ERβ 1996, 

beschrieben ihn aber nur bei der Ratte). Wie die anderen Mitglieder der Superfamilie der 

nukleären Rezeptoren besitzen beide eine gemeinsame Domänenstruktur (Gronemeyer, 1991). 
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Dimerisierungsregion  beinhaltet, und die F-Domäne, deren Funktion noch nicht vollständig 

aufgeklärt ist (Kumar, 1987; Beato, 1991; Hyder, 1994). Die DNA-Bindungsdomäne von 

ERα und ERβ ist zu 96% homolog, die Ligandenbindungsdomäne zu 58% (Abb.1.2.). Die 

anderen Domänen sind nicht konserviert (Mosselman, 1996). ERβ und ERα binden Östradiol 

mit ähnlicher Affinität (Kuiper, 1997). 

Die Transkriptionsaktivierung durch den ERα verläuft über die  beiden Aktivierungs-

funktionen, AF-1 und AF-2. Während AF-1 konstitutiv aktiv ist, ist AF-2 ligandenabhängig 

(Webster, 1988; Kumar, 1987) und kann durch Antiöstrogene blockiert werden 

(Katzenellenbogen, 1997b als Überblick). AF1 und AF2 können unabhängig voneinander 

oder synergistisch die Transkription aktivieren (McInerney, 1996; Webb, 1998), wobei ihre 

Aktivität vom Promoter und Zelltypus abhängen (Tora, 1989; Metzger, 1995). Die Aktivität 

der AF-1 des ERβ ist vernachlässigbar im Vergleich zu der des ERα (Cowley, 1999; Hall, 

1999). Im Bereich der AF-1 enthält ERβ eher eine Repressordomäne, deren Entfernung die 

Transaktivierung durch den Rezeptor deutlich erhöht (Hall, 1999). Die Expression von 

Genen, deren Transaktivierung die AF-2 und die AF-1 benötigt, wird durch den ERα 

wesentlich stärker erhöht, als durch den ERβ. Gene, die durch eine AF-2-Aktivität reguliert 

werden, werden durch beide ERs gleichstark transaktiviert (Cowley, 1999). Die 

Expressionshöhen von ERα und ERβ beeinflussen das Transaktivierungsmuster u.a. durch die 

davon abhängige Bildung von Homo- oder Heterodimeren (Cowley, 1997). Der ERβ ist in 

vielen Geweben exprimiert, so z.B. im Zentralnervensystem, im Kardiovaskularsystem, im 

Gastrointestinaltrakt, den Nieren und den Lungen (Arts, 1997; Enmark, 1997; Kuiper, 1997; 

Lindner, 1998; Österlund, 1998) und wird häufig mit dem ERα coexprimiert (Kuiper, 1996; 

Mosselmann, 1996; Couse, 1997). Im Endometrium ist ERα der wesentlich stärker 

exprimierte der beiden Rezeptoren (Matsuzaki, 1999; Gustafsson, 1999; Weihua, 2000). 

Obwohl der ERβ auch in den Drüsen des Brustgewebes exprimiert wird, scheint hier der ERα 

der bestimmende Rezeptor zu sein, was durch den Phänotyp von ERα-Knock out-Mäuse 

deutlich wurde (Krege, 1998; Couse, 1999). Die physiologischen Bedeutungen von ERα und 

ERβ wurden bei der Untersuchung der entsprechenden Knock-out(KO)-Mäusen, denen das 

jeweilige Gen fehlt, deutlich. Die ERα-KO-Mäuse zeigten schwere Störungen bei der 

Reproduktion und im Sexualverhalten, so waren Männchen und Weibchen infertil und es 

entwickelte sich kein Brustgewebe (Couse, 1999). Die ERβ-KO-Mäuse zeigten normale 

Fertilität und normales Sexualverhalten. Bei den Weibchen wurde eine verringerte 

Ausbildung des Brustgewebes und eine verminderte Aktivität der Ovarien festgestellt (Krege, 
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1998), bei den Männchen lag eine Tendenz zu Prostata- und Blasenhyperplasien vor (Ogawa, 

1999). 

Der klassische Weg der Transaktivierung durch die Östrogenrezeptoren verläuft wie folgt: die 

Rezeptoren liegen bei Abwesenheit von Liganden gebunden an heat-shock-Proteine, u.a. 

hsp90 (Beato, 1989; Tsai, 1994; Yamashita, 1999), und Korepressoren, wie SMRT und N-

CoR, vor (Chen, 1998). Hierbei können sie die basale Transkription über die Rekrutierung der 

Korepressoren reprimieren (Horlein, 1995; Chen, 1997). SMRT und N-CoR wurden in 

Komplexen mit dem Korepressor mSin3 und Histondeacetylasen nachgewiesen, was darauf 

hindeutet, daß die Transkriptionsrepression durch nukleäre Rezeptoren Histondeacetylierung 

beinhaltet (Nagy, 1997; Heinzel, 1997; Alland, 1997). Bei Ligandenbindung lösen sich die 

Korepressoren und, aufgrund einer drastischen Konformationsänderung in der AF-2-Region 

der Rezeptoren können Koaktivatoren gebunden werden. Die Rezeptoren bilden 

ligandenabhängig Homo- oder Heterodimere (Hall, 1999), welche an spezifische DNA-

Elemente in der Promoterregion östrogenregulierter Gene binden (Kumar, 1988; Pace, 1997). 

Diese DNA-Abschnitte werden als östrogen-responsive Elemente (ERE = estrogen responsive 

elements) bezeichnet (Kumar, 1988; Tsai, 1994), bestehen aus der Konsensussequenz 5´- 

GGTCAXXXTGACC-3´ und wurde u.a. bei den Genen c-fos, c-jun und Vitellogenin 

(Xenopus) nachgewiesen (Hyder, 1992; Yamashita, 1998). Mehrere EREs im Promoter-

bereich eines Gens wirken synergistisch, abhängig vom gegenseitigen Abstand, der 

Entfernung vom Promoter und ihrer Anzahl (Sathya, 1997). Neben steroidrezeptor-

spezifischen Koaktivatoren (SRC = steroid receptor coactivator) werden allgemeine 

Koaktivatoren, wie p/CAF und CBP/p300, rekrutiert und durch Bindung an die basale 

Transkriptionsmaschinerie (Henttu, 1997) eine Art Transaktivierungskomplex gebildet 

(Abb.1.3.). Von beiden Rezeptoren sind Spleißvarianten beschrieben, die teilweise eine 

andere Funktionalität als der Wildtyp-Rezeptor aufweisen. Ein Zusammenhang zwischen dem 

Auftreten von verschiedenen Spleißvarianten des ERα und der Pathogenese von z.B. 

Brusttumoren wird vermutet (Roodi, 1995), obwohl die Varianten auch in normalem 

Brustgewebe nachgewiesen wurden (Leygue, 1996a; Yang 2000). Von den beschriebenen 

Spleißvarianten, in denen z.B. Exon 2, 4, 5, 7 oder 8 fehlen, ist besonders die Exon5-

Spleißvariante von Interesse, da ihr ein Bereich in der Ligandenbindungsdomäne fehlt. Dieser 

Verlust bewirkt, daß diese Variante ohne Ligandenbindung konstitutiv transaktivierend wirkt 

(Fuqua, 1991; Fujimoto, 1997b). Sie ist dominant positiv gegenüber dem ERα-

Wildtyprezeptor (Desai, 1997; Chaidrun, 1998) und hemmt die Transaktivierung durch den 

wtERα (Wang, 1999). 
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Abb. 1.3 : Schema des Transaktivierungsmechanismus der Östrogenrezeptoren (ER)  

 

Während das Verhältnis der Expressionslevel von ERα-Wildtyp zur Exon5-Spleißvariante, 

z.B. im Verlauf des menstruellen Zyklus, konstant ist (Fujimoto, 1997a), wurde für die 

Exon5-Variante eine erhöhte Expression in metastatischen Tumoren (Fujimoto, 1998) und 

Brusttumoren (Leygue, 1996a und b) aufgezeigt. Die Exon5-Spleißvariante wurde auf 

mRNA-Ebene nicht nur in Tumoren, sondern auch in Normalgeweben nachgewiesen 

(Fujimoto, 1997a; Daffada, 1995, Yang, 2000). Für das prä- und postmenopausale 

Endometrium zeigte sich, daß auf mRNA-Ebene die Exon5-Spleißvariante in Normalgewebe, 

sowie in Adenokarzinomen auftrat (Rice, 1996), auf Proteinebene diese aber nur in den 

Karzinomen nachzuweisen war (Jazaeri, 1999). Zudem wird dieser Variante eine 

entscheidende Rolle bei Resistenz gegen Tamoxifen zugedacht (Fuqua, 1993), da ihre 

Transaktivierung durch Antiöstrogene nicht beeinfluß wird (Jazaeri, 1999). 

Neben den klassischen östrogenresponsiven Elementen werden noch andere DNA-Elemente 

durch die Östrogenrezeptoren reguliert. Hierzu gehört das AP1-Element, das beide ERs durch 

Interaktion mit dem activation protein 1 (AP1) regulieren. Während ERα und ERβ für das 

ERE die gleiche Bindungsaffinität haben (Pace, 1997), unterschieden sie sich bei den 

Aktivitäten über alternative responsive Elemente (SFRE, SP1-Element) (Vanacker, 1999; 

Saville, 2000). Der Mechanismus, durch den die genaue Steuerung verläuft, ist noch nicht 

vollständig aufgeklärt. Desweiteren können ERα und β über andere Einflüsse liganden-

unabhängig zur Transaktivierung angeregt werden, z.B. durch Interaktion mit 

Wachstumsfaktoren oder einen erhöhten cAMP-Level (Aronica, 1993; Ignar-Trowbridge, 

1993). 
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Als Koaktivatoren sind Proteine definiert, die mit DNA-gebundenen nukleären Rezeptoren 

interagieren und für deren Transkriptionsaktivierungsfunktion notwendig sind (Webb, 1998). 

Obwohl in den letzten Jahren mehrere Koaktivatoren für nukleäre Rezeptoren identifiziert 

wurde (McKenna, 1999), lag das Hauptinteresse in der Studie der Familie der Steroid-

rezeptor-Koaktivatoren (SRCs). Die Mitglieder der SRC-Familie, amplified in breast cancer 1 

(AIB1 = SRC-3/RAC3/pCIP/TRAM-1/NCoA-3/ACTR) (Anzick, 1997; Li, 1997; Torchia, 

1997; Chen, 1997; Takeshita, 1997), transcription intermediary factor 2 (TIF2 = SRC-

2/NCoA-2/GRIP1) (Voegel, 1996; Hong, 1996) und steroid receptor coactivator-1 (SRC-1 = 

NCoA-1) (Onate, 1995), haben eine gemeinsame Domänenstruktur. Hierbei ist die 

bHLH(basic-helix-loop-helix)-PAS(Per-AhR-sim)-Domäne am stärksten zwischen den drei 

Koaktivatoren konserviert. Bei einigen Transkriptionsfaktoren hat die bHLH-Region eine 

DNA-Bindungs- oder Dimerisierungsfunktion (Murre, 1989a, b). Das PAS-Motiv wurde 

bisher bei verschiedenen Transkriptionsregulatoren, nämlich Period (Per), dem Aryl-

hydrocarbon-Rezeptor (AhR) und singel-minded (sim), gefunden und spielt auch hier eine 

Rolle bei der Protein-Protein-Interaktion. Die genaue Funktion der bHLH-PAS-Domäne der 

SRCs ist noch ungeklärt. Weitere Domänen sind die zentrale rezeptorinteragierende Domäne 

(RID) und die Transkriptionsaktivierungs-Domäne (AD). Die RID vermittelt liganden-

abhängig die Interaktion der Koaktivatoren mit nukleären Rezeptoren (Li, 1998; Onate, 1998; 

Voegel, 1998; Parker, 1998). Durch eine genaue Sequenzanalyse der RID wurde ein 

konserviertes Motif identifiziert, LLXXL, wobei L für Leucin und X für jede andere Amino-

säure steht. Dieses LLXXL-Motif wurde NR-Box genannt (Heery, 1997). Die NR-Boxen sind 

für die Koaktivator-Rezeptor-Interaktion notwendig (Heery, 1997; Torchia, 1997; Ding, 1998; 

Voegel, 1998), wobei unterschiedliche Steroidrezeptoren mit unterschiedlichen NR-Motiven 

interaktieren können (Leo, 2000). Durch die LLXXL-Motive wird u.a. der Östrogen-

gebundene ERα gebunden, wohingegen der Tamoxifen-gebundene ERα weniger stark mit 

diesen interagiert (Norris, 1999). Die Rekrutierung von SRC-1 durch ERα im Komplex mit 

E2 oder TAM führt nur im ersten Fall zu einer Transaktiverung und einem Synergismus 

zwischen den Aktivierungsfunktionen, AF-1 und AF-2 (McInerney, 1996). Die Rekrutierung 

von SRCs durch ERα und ERβ ist in besonderem Maße von der ligandenspezifischen 

Konformation des ER-Liganden-Komplexes abhängig (Kraichely, 2000).  

SRC-1 tritt in verschiedenen Spleißvarianten auf, von denen SRC-1a und SRC-1e die wichtig-

sten sind (Hayashi, 1997). SRC-1e fehlen C-terminal 54 Aminosäuren von der SRC-1a-

Sequenz und hat statt dessen 14 andere C-terminale Aminosäuren (Kamei, 1996). SRC-1a hat 

in den 54 eigenen Aminosäuren ein zusätzliches LLXXL-Motif, was zwar zu einer stärkeren 
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Bindung an den Östrogenrezeptor α führt, aber die ER-vermittelte Transaktivierung 

wesentlich schwächer als SRC-1e vermittelt (Kalkhoven, 1998). Die Ratio zwischen SRC-1a 

und SRC-1e scheint somit eine Rolle für das Ausmaß der SRC1-verstärkten Transaktivierung 

zu spielen. 

Für alle drei SRCs wurde nachgewiesen, daß sie die Transaktivierung durch den ERα 

verstärken. Für SRC-1 wurde gezeigt, daß es bei der ligandenabhängigen Bindung der beiden 

Aktivierungsfunktionen des ERα als Adapter dient und die synergistische Wirkung der AFs 

stabilisiert (McInerney, 1996). Gleichzeitig wird die Stabilität des ER-Liganden-Komplexes 

erhöht (Gee, 1999) und weitere Kofaktoren, z.B. CBP und p300, werden durch die SRCs in 

den Komplex integriert (Voegel, 1998). Zusätzlich besitzen die SRCs, wie auch andere 

Koaktivatoren, eine Histonacetylierungsfunktion (Ogryzko, 1996; Spencer, 1997), deren 

Aktivität die Transkriptionsinitiation erleichtert. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.1.4.: Schematischer Vergleich der Streoidrezeptor-Koaktivatoren AIB1, SRC-1 und TIF2. Die Prozent-
zahlen geben die Homologie zwischen den Domänen der SRCs an. (CID = CBP interacting domain). 
 

Die beiden Hauptfunktionen der SRCs sind also (1) Chromatin-remodelling durch 

Histonacetylierung und (2) Stabilisierung des Transaktivierungskomplexes und - auf höherer 

Ebene - auch des Präinitiationskomplexes (Liu, 1999).  

In Geweben sind die SRCs ubiquitär exprimiert. Ihre Expressionshöhe scheint eine wichtige 

Rolle bei hormonabhängiger Tumorentwicklung und –progression zu spielen. Für SRC-1 ist 

aufgezeigt worden, daß es ein limitierender Faktor für die Transaktivierung verschiedener 

Transaktivatoren ist, die um den Koaktivator-Pool konkurrieren, was zu einem gegenseitigen 

Squelching führt (Onate, 1995; Lopez, 1999; Newman, 2000). AIB1- und SRC-1-

Überexpression führen zu einer Verstärkung der ER-vermittelten Transaktivierung (Anzick, 

1997; Onate, 1995), was die Zellproliferation, z.B. von Brustkrebszellinien, stimuliert (Tai, 

AIB1

TIF2

SRC-1

  PAS/bHLH                     RID                   CID       HAT 

RID 

65%                                42%                       58%       34% 

58%                                 27%                  44%        38% 
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2000). Nach Anzick et al. (1997) ist die Überexpression von AIB1 in Brustkrebs häufig eine 

Folge einer Amplifikation des AIB1-Gens. Für SRC-1 ergaben klinische Untersuchungen, daß 

die SRC-1-Expression relativ zueinander in Brustnormalgewebe hoch, in Brusttumoren mittel 

und in Brustkrebszellinien niedrig ist (Berns, 1998). Auf der anderen Seite wurde gezeigt, daß 

im Brustepithel von Ratten SRC-1 und ERα nicht, im Uterusepithel aber kolokalisieren 

(Shim, 1999). Die besondere Bedeutung der SRCs bei der Vermittlung entwicklungs-

biologischer hormoneller Effekte zeigten Disruptionsexperimente für das AIB1-Gen bei der 

Maus. Die AIB1-Gendisruption führte zu einem pleiotrophen Phänotyp, der sich durch 

Zwergenwuchs, verspätete Pubertät, Verminderung der weiblichen Reproduktionsfunktionen 

und verkümmerte Entwicklung der Brüstdrüsen zeigte (Xu, 2000). Die SRCs stehen mit den 

Korepressoren in Konkurrenz bei der ER-Bindung, wobei das Verhältnis der 

Expressionshöhen über Induktion oder Repression der Transaktivierung entscheidet (Treuter, 

1998). Die genaue Rolle der SRCs und ihres Zusammenspiels mit den Rezeptoren in 

verschiedenen Geweben und bei der Karzinogenese darin ist trotz vieler unterschiedlicher 

Ansätze noch weitestgehend ungeklärt. 

Neben den Steroidrezeptor-Koaktivatoren sind weitere Proteine bekannt, die die 

Transaktivierung durch die Östrogenrezeptoren beeinflussen. Auch für das Brustkrebsgen 

BRCA1 ist eine Inhibition der ERα-vermittelten Transaktivierung durch Blockade der 

Aktivierungsfunktion-2 (AF-2) beschrieben (Fan, 1999). BRCA1 ist ein nukleäres 

Phosphoprotein (Chen, 1996) und spielt eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation, der 

Progression des Zellzyklus (Hakem, 1996; Holt, 1996; Somasundaram, 1997) und der 

Apoptoseinduktion (Shao, 1996; Fan, 1998), sowie der DNA-Reparatur und der 

Rekombination (Fan, 1998; Scully, 1997; Gowen, 1998). Keimbahnmutationen von BRCA1 

sind mit einem erhöhten Risiko von Brust-, Prostata- und Eierstockkrebs verbunden (Ford, 

1994; Struewing, 1997). Der Verlust der Fähigkeit von BRCA1, die ER-vermittelte 

Transaktivierung zu supprimieren, könnte die Zellproliferation anregen und zur Tumorgenese 

beitragen (Fan, 1999).  

Zwei Krebsarten, bei denen östrogene Wirkmechanismen eine besondere Rolle spielen, sind 

Brustkrebs (→ Mammakarzinom) (Dickson, 1988) und Gebärmutterschleinhautkrebs (→ 

Endometriumkarzinom). 

Das Endometriumkarzinom ist das häufigste weibliche Genitalkarzinom in der westlichen 

Welt. Es stellt 10% aller Malignome dar und betrifft 25-35 Frauen / 100 000 pro Jahr (Senn, 

1998). Es tritt hauptsächlich bei postmenopausalen Frauen auf (80%). Der Altersgipfel liegt 

bei 65-75 Jahren (Pfleiderer, 1994). Neben dem Alter sind besonders Fettleibigkeit 
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(Adipositas), Diabetes und Hypertonie Risikofaktoren. Ein exogener Faktor ist die Einnahme 

von Östrogenen ohne gleichzeitige Verabreichung zyklischer Progestagene. Ein weiterer 

Risikofaktor ist die Therapie von Mammakarzinomen mit Tamoxifen, dessen östrogene 

Teilwirkung ausreicht, um eine adenomatöse Hyperplasie im Endometrium oder 

Endometriumkarzinome zu erzeugen. Das Hauptsymptom für ein Endometriumkarzinom ist  

die postmenopausale Gebärmutterblutung bzw. Blutung außerhalb der Menstruation 

(Metrorrhagie). Etwa 85% der Endometriumkarzinome sind Adenokarzinome. Viele 

Karzinome entwickeln sich aus einer s.g. adenomatösen Hyperplasie. Das durch Östrogene 

geförderte Wachstum der Gebärmutterschleimhaut wird im normalen Zyklus durch 

Progesteron inhibiert. Wird die Proliferation nicht gebremst, entsteht eine hoch aufgebaute 

Schleimhaut, die zwar gelegentlich blutet, aber zumeist nicht vollständig abgestoßen wird (→ 

adenomatöse Hyperplasie). Bei längerer Persistenz entstehen aus den Arealen mit 

adenomatöser Hyperplasie Zellen mit Atypien (atypische Hyperplasie) unterschiedlichen 

Grades. Der Übergang zu einem Adenokarzinom ist gegeben, wenn die Proliferation auch 

ohne Östrogene anhält, also autonom geworden ist. Die Stadieneinteilung des 

Endometriumkarzinoms geschieht seit 1987 nach der TNM-Klassifikation, wobei sie klinisch 

häufig nach der FIGO-Klassifikation (Pettersson, 1991) eingeteilt werden. 

Epidemiologische und zellbiologische Studien zeigten eine Rolle von Östrogenen bei der 

Entstehung von Brustkrebs (Dickson, 1988;  Colditz, 1995; Beckmann, 2000a). Sie sind u.a. 

wichtig für das Wachstum und die Entwicklung von normalen Brustdrüsen (Topper, 1980). 

Die Bedeutung der Östrogenrezeptoren ist häufig untersucht worden. Der ERα ist während 

der Tumorgenese in der Brust hochreguliert, wird aber während der Tumorprogression wieder 

herunterreguliert (Clarke, 1994). Aufgrund der Bedeutung bei der Tumorbildung gilt der 

Nachweis der Steroidrezeptoren als ein wichtiger Punkt bei der klinischen Diagnostik. Der 

Nachweis der Östrogenrezeptoren ist entscheidend, ob als adjuvante Therapie 

Östrogenantagonisten eingesetzt werden können. Die endokrine Therapie mit Antagonisten, 

die östrogene Wirkungen blockieren, hat sich in den letzten Jahren vielfältig entwickelt. Das 

am häufigsten in der Brustkrebstherapie eingesetzte Antiöstrogen ist das nicht-steroidale 

Triphenylethylen-Derivat Tamoxifen (Jordan, 1990). Es wird seit 1973 für die Therapie des 

Mammakarzinoms (Early breast cancer trialists´ collaboration group, 1992; Jordan, 1994) und 

seit 1986 auch zu seiner Chemoprävention eingesetzt (Beckmann, 1999). Es wirkt dadurch, 

daß es die Aktivität der Östrogenrezeptoren blockiert, indem es an diese kompetetiv bindet 

und dabei die Östrogenanlagerung an die Rezeptoren verhindert (Grainger, 1996). Die 

Antihormontherapie von Brustkrebs mit Tamoxifen ist mit einem erhöhten Risiko eines 
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Endometriumkarzinoms assoziiert (Fornander, 1989; Fisher, 1994; Kedar, 1994; van 

Leeuwen, 1994; Assikis, 1996). Die östrogene und antiöstrogene  Aktivität von Tamoxifen ist 

von der Spezies, dem Gewebe, dem Zell-Typus und dem Promoter abhängig (Berry, 1990; 

Tzukerman, 1994). Agonistische Effekte von Tamoxifen wurden in humanen 

Endometriumkarzinomzellinien sowohl auf der Ebene der Genexpression (Jamil, 1991; 

Simard, 1997, Barsalou, 1998), als auch der Zellproliferation (Satyaswaroop, 1984; Gottardis, 

1988; Anzai, 1989; Jamil, 1991) nachgewiesen. Antiöstrogene, die sowohl agonistische als 

auch antagonistische Wirkungen haben, werden als „gemischte“ (mixed) Antiöstrogene 

bezeichnet. Im Gegensatz zu „puren“ (pure) Antiöstrogenen, wie z.B. ICI 182,780, die die 

Dimerisierung der Rezeptoren verhindern (Fawell, 1990), kommt es bei der Bindung von 

gemischten Antiöstrogenen zur Dimerisierung, DNA-Bindung und zur Rekrutierung von 

Koaktivatoren. Für Tamoxifen und Hydroxy-Tamoxifen wurde gezeigt, daß es die AF-2 des 

ERα inhibiert (Danielian, 1992), die AF-1 aber dennoch aktiv ist (Gronemeyer, 1992; 

Tzukerman, 1994; Katzenellenbogen, 1996). Strukturanalysen haben gezeigt, daß in der nicht-

ligandengebundenen Konformation die α-Helix 12 von der Ligandenbindungsdomäne absteht 

(Renaud, 1995; Wagner, 1995; Bourget, 1995; Brzozowski, 1997). Durch eine 180°-Drehung 

bei Bindung von E2 wird die Helix dicht neben die Ligandenbindungsdomäne verlagert, was 

neben dem ER auch beim RAR und dem TR gezeigt wurde. Zusammen mit 

ligandeninduzierten Veränderungen in den Helices 3-5 ermöglicht diese Umlagerung die 

Interaktion des Rezeptors mit Koaktivatoren (Shibata, 1997; Shiau, 1998; Darimount, 1998, 

Feng, 1998; Nolte, 1998). SRCs stabilisieren den ER-Agonisten-Komplex deutlich stärker, als 

den ER-Antagonisten-Komplex (Gee, 1999). Dies läßt einen unterschiedlichen Mechanismus 

im Agonismus von E2 und TAM aufgrund einer veränderten Zusammensetzung und Stabilität 

des Transaktivierungskomplexes vermuten. Die deutlich schwächere östrogene Wirkung 

durch die AF-1 scheint jedoch ausreichend zu sein, um im Endometrium einen östrogenen 

Effekt zu bewirken. Der Agonismus von Tamoxifen ist abhängig vom Zelltyp, dem Aufbau 

des Promoters und dem ER-Subtyp (Webb, 1995; Watanabe, 1997) 

Diese Eigenschaft als gewebespezifischer Östrogen-Agonist/Antagonist kann von Vorteil 

sein. Für den klinischen Einsatz gibt es erwünschte und nicht erwünschte östrogene 

Wirkungen. Der Wunsch, ein Molekül zu schaffen, daß genau die positive östrogene Wirkung 

ausübt und die negative blockiert, führte zur Weiterentwicklung der SERMs (selective 

estrogen receptor modulators). Tamoxifen gilt als SERM der 1. Generation. Es steigert die 

Knochendichte BMD (= bone mineral density) (Love, 1992; Marttunen, 1995), senkt LDL-

Cholesterin ohne HDL-Cholesterin zu steigern (Bagdade, 1990) und reduziert letale 
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Koronarinfarkte (Kauffman, 1997). Neben der östrogen-agonistischen Steigerung des Risikos 

für Endometriumkarzinome sind weitere unerwünschte Wirkungen vasomotorische 

Symptome und venöse Thromboembolien (Fritsch, 1994). Eine Serie von „SERMs der 2. 

Generation“ wird zur Zeit experimentell, präklinisch oder bereits klinisch geprüft. Das 

bedeutendste ist Raloxifen (LY-139.481) bzw. Raloxifen-HCl (LY-156.785). 
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Abb.1.5.: Strukturen von (A) 17β-Östradiol, (B) Tamoxifen und (C) Raloxifen. 

 

Das nichtsteroidale Benzothiophen Raloxifen (RLX) ist als SERM zur Osteoporose-

prophylaxe vom Pharmaunternehmen Eli Lilly entwickelt worden (→ EVISTA; Wirkstoff: 

RLX-HCl). Es zeigt positive östrogen-agonistische Effekte in dem es die Serumkonzen-

trationen von Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin, nicht aber die von HDL-Cholesterin, 

senkt und die Knochendichte im Gesamtskelett erhöht (Draper, 1996; Delmas, 1997). 

Östrogen-antagonistische Wirkungen übt es auf Gebärmutterschleimhaut und Brust aus 

(Black, 1994; Nocke, 2000). In der MORE-Studie wurden bei vierjähriger Therapie mit 

Raloxifen diese Effekte bei postmenopausalen Frauen bestätigt (Cummings, 1999). 

Heutzutage findet Raloxifen daher hauptsächlichen Einsatz bei der Prävention und 

Behandlung von Osteoporose (Gustafsson, 1998). Die Langzeitwirkungen von Raloxifen 

werden zur Zeit bezüglich einer Herzinfarktprävention (RUTH-Studie = Raloxifene use for 

the heart) und der Brustkrebsprävention im Vergleich zu Tamoxifen (STAR-Studie = Study of 

Tamoxifen and Raloxifene) untersucht (Goldstein, 2000). Große Unterschiede zwischen 

Raloxifen und Tamoxifen gibt auf molekularer Ebene. Raloxifen fungiert weder über die AF-

O
N
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1, noch über die AF-2 des ERα als Agonist (McDonnell, 1995). Im Vergleich zu Tamoxifen 

führt Bindung von RLX in einen Komplex mit ERα zu einer anderen Konformation 

(Wijayaratne, 1999), worauf die unterschiedlichen gewebespezifischen Wirkungen der beiden 

SERMs zurückgeführt werden (Grese, 1997). RLX bewirkt eine andere Umlagerung der α-

Helix12 als E2 und TAM (Brzozowski, 1997), was zu einer veränderten Rekrutierung von 

Koaktivatoren führt (Gustafsson, 1998). Solch ein RLX-ER-Komplex ist allerdings nicht in 

der Lage mit einem ERE zu interagieren. Stattdessen bindet er an eine Nukleotid-Sequenz aus 

vorwiegend Purinbasen, die die Bezeichnung raloxifene-response-element (RRE) erhalten hat 

(Yang, 1996). Derartige Nukleotid-Sequenzen sind in den Östrogen-regulierten Genen der 

reproduktiven Organe nicht nachgewiesen worden. Hierin könnte ein Grund für deren inertes 

Verhalten gegenüber Raloxifen bestehen. Ein Gen, das eine RRE-artige Nukleotid-Sequenz in 

ihrer Promoterregion enthält, ist der transformierende Wachstumsfaktor TGF-β3 (Yang, 1996 

und 1997). Einen neuen Aspekt bezüglich der molekularen Wirkmechanismen der SERMs 

brachte die Entdeckung des ERβ. Während 17β-Östradiol mit ERα als Aktivator und mit ERβ 

als Inhibitor am AP1-Element wirkt, fungieren Tamoxifen und Raloxifen über ERβ als 

Aktivatoren und über ERα als Inhibitoren. Die ERβ-abhängige Transkriptionaktivierung 

durch Antiöstrogenen wurde in vitro auch in Endometrium- und Mammakarzinomzellen 

gezeigt (Paech, 1997). 

 

Ziel der Entwicklung der SERMs ist eine Art „Super-Östrogen“, welches als Östrogen-Ersatz 

bei Frauen nach den Wechseljahren die postmenopausalen Symptome verhindert. 

Idealerweise werden hierbei die durch den Östrogenmangel hervorgerufenen Beschwerden 

durch gewebespezifischen Agonismus des SERM unterdrückt und durch Antagonistische 

Wirkung in Uterus und Brust Karzinomen hier vorgebeugt. Neben den Wirkungs-

mechanismen über die ER-vermittelte Transaktivierung ist zur Bestimmung der Wirkung 

eines SERM wichtig, diese auf zellulärer Ebene zu betrachten. Entscheidende Punkte sind 

hierbei, ob das SERM einen Einfluß auf die Proliferation und den Differenzierungsgrad einer 

Zelle hat oder möglicherweise andere Mechanismen, wie z.B. Apoptose, den programmierten 

Zelltod, auslöst. Diese Wirkungen lassen sich auf der einen Seite durch morphologische 

Betrachtung der behandelten Zellen, aber auch durch Nachweis spezieller Markerproteine 

untersuchen. 

Für die genaue Charakterisierung des Einflußes eines bestimmtes Reagenz auf Tumorzellen 

sind drei Fragen von besonderer Bedeutung : 

(1) Wie wirkt es auf die Proliferation der Tumorzelle? 
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(2) Welchen Einfluß hat der Differenzierungsgrad des Tumors auf die Wirkungen des 

Reagenz? 

(3) Wird durch das Reagenz der programmierte Zelltod (Apoptose) der Tumorzellen 

ausgelöst ? 

Diese drei Kriterien können mit Hilfe verschiedener Markerproteine immunhistologisch, 

sowie mit Hilfe verschiedener morphologischer Charakteristika untersucht werden: 

(a) Zellproliferation: Ob Tumorzellen proliferieren, ist wichtig für das Wachstum eines 

Tumors. Der erste Schritt, einen Tumor zu bekämpfen, ist, die Proliferation der Tumorzellen 

zu stoppen. Die Proliferationsaktivität von Zellen kann mit Hilfe von Ki-67 als Marker  

bestimmt werden (Liu, 2000). Ki-67 ist ein nukleäres Protein, das von proliferierenden Zellen 

exprimiert wird (Gerdes, 1983; Endl, 2000). Es wird für die Fortsetzung der Proliferation 

benötigt. Es tritt in allen Phasen des Zellzyklus auf (G1-, S-, M- und G2-Phase), aber nicht in 

der G0-Phase (Scholzen, 2000). 

(b) Differenzierungsgrad: Der Differenzierungsgrad gibt einen Aufschluß darüber, wie stark 

eine Zelle entartet ist. Sind die Zellen in einem Tumor gut differenziert, sprechen sie besser 

auf verschiedene Therapien an. Als Markerprotein für den Differenzierungsgrad dient 

Laktoferrin (Lf). Dieses ist ein Eisen-bindendes Glycoprotein der Transferrin-Familie, das 

antimikrobielle und entzündungshemmende Wirkung hat (Nuijens, 1996; Vorland, 1999).  

(c) Apoptose: Der programmierte Zelltod oder Apoptose (Kerr, 1972), ist ein Prozeß, durch 

den entwicklungsbiologische und umweltbedingte Stimuli ein genetisches Programm 

auslösen, in dem eine Reihe von Reaktionen den Tod und die effektive Entsorgung einer Zelle 

bewirken. Apoptose ist wichtig für die normale Entwicklung und Unregelmäßigkeiten können 

Defekte auslösen, die u.a. zu embryonaler Lethalität, organspezifischen Störungen bei der 

postnatalen Entwicklung und einem erhöhten Krebsrisiko führen können (Vaux, 1994; 

Thompson, 1995; Nagata, 1997; Müschen, 2000). Therapeutika, durch die die Regulation der 

Apoptose spezifisch moduliert werden kann, geben neue Möglichkeiten bei der Behandlung 

zahlreicher Krankheiten, wie z.B. Krebs, Autoimmun-Krankheiten oder viralen Infektionen, 

zur Hand. Im Fall von Krebs wäre das Auslösen von Apoptose in den Tumorzellen von 

Vorteil. Eine Besonderheit ist, daß es bei der Eliminierung der Zelle zu keiner 

Entzündungsreaktion kommt (Verhaegen, 1998). Die konventionellen Methoden der Licht- 

und Elektronenmikroskopie sind bestens geeignet, sterbende und tote Zellen zu erkennen und 

zwischen Aopotose und Nekrose zu unterscheiden (Ormerod, 1993). Die Symptome der 

Apoptose zeigen sich durch „cytoplasmic boiling“, Ausstülpungen der Membran („membrane 

blebbing“), Kondensation des Chromatins, Schrumpfung der Zelle und intranukleärer DNA-
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Fragmentierung (Wyllie, 1980; Arends, 1991). Die Vorgänge resultieren in der 

Fragmentierung der Zelle  und im Auftreten von apoptotic bodies. Diese werden schnell 

durch angrenzende Parenchymzellen oder Makrophagen phagozytiert (Verhaegen, 1998). 

Apoptose tritt auch in der sekretorischen Phase des menstruellen Zyklus in der Funktionalis 

des Endometrium auf. 

Auf molekularer Ebene kann Apoptose durch verschiedene Marker aufgezeigt 

werden.Während der Apoptose werden intrazelluläre Proteine durch spezielle Proteasen, die 

s.g. Caspasen, geschnitten. Cytokeratine, speziell Cytokeratin 18, ist hiervon in der sehr 

frühen Apoptose betroffen. Durch spezifische Antikörper (M30) kann die Stelle, die durch das 

Schneiden entsteht, als Zeichen für frühe apoptotische Prozesse detektiert werden. 

Die Produkte der Bcl-2-Genfamilie sind mitochondriale Transmembranproteine und lassen 

sich aufgrund ihres Bezugs zur Apoptose in zwei Kategorien einteilen: Inhibitoren und 

Induktoren der Apoptose. Zu den Apoptoseinhibitoren gehören u.a. Bcl-2 (= B cell 

lymphoma/leukemia-2) (Vaux, 1988; Hockenbery, 1990; LeBrun, 1993) und Bcl-xL (Boise, 

1993),  zu den Apoptose-Induktoren u.a. Bax (Oltvai, 1993) und Bak (Chittenden, 1995; 

Farrow, 1995; Kiefer, 1995). Die Mitglieder der Bcl-2-Familie interagieren miteinander. Ein 

Aspekt der Apoptoseregulation ist dabei der Level dieser Protein-Protein-Interaktion. Hierbei 

interagieren auch Apoptoseinhibitoren mit Apoptoseinduktoren, wobei sie sich gegenseitig 

antagonisieren (Kroemer, 1997). Der bestimmende Faktor über Tod oder Leben der Zelle ist 

vermutlich das Verhältnis zwischen den Mengen der apoptoseinduzierenden Bcl-2-

Familienmitgliedern und den apoptoseinhibierenden (Oltvai, 1994).  

Für die Behandlung von Karzinomen ist ein Substanz wünschenswert, die die 

Entdifferenzierung und die Proliferation der Karzinomzellen stoppt, und durch Induktion der 

Apoptose die Zellen abtötet. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Chemikalien und Lösungen 
2.1.1. Chemikalien 

Soweit nicht anders vermerkt, wurden sämtliche Chemikalien von den Firmen Merck 

(Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze), Gibco BRL (Eggenstein) oder Sigma (München) in 

p.A.-Qualität bezogen. 
 

2.1.2. Häufig genannte Lösungen und Medien 

DEPC-dH2O 1 l dH2O wird mit 1 ml DEPC durch Schütteln gut vermischt, üN stehen 

gelassen und anschließend autoklaviert. 

PBS-Puffer  137 mM NaCl 

   2,7 mM KCl 

   4,3 mM Na2HPO4*7H2O 

   1,4 mM KH2PO4 

TBE-Puffer  0,2 M TRIS 

   0,17 M Borsäure 

   2 mM EDTA, pH 8,0 
 

2.1.3. Plasmide 

Plasmide mit klonierten DNA-Fragmenten wurden hauptsächlich in Reportergenassays 

verwendet.  

Der Vektor pcDNA3.1 wurde kommerziell von der Firma Invitrogen erworben. Die folgenden 

Plasmide wurden freundlicherweise von Dr. Myles Brown vom Department of Adult 

Medicine am Dana Faber Cancer Institute, Boston (USA) zur Verfügung gestellt (Hanstein, 

1999): 

ERα-Plasmid: die Wildtyp-Sequenz des ERα in pcDNA3.1 kloniert; 

ERβ-Plasmid: die Wildtyp-Sequenz des ERβ in pcDNA3.1 kloniert;  

ERE2-tk-Luc-Plasmid: 2 Vitellogenin-EREs vor einem Thymidinkinase-Promoter (Bereich –

107 bis +51) und dem Luciferase-Reportergen; 

β-Gal/β-Actin-Plasmid: der Promoter des β-Actingens vor einem β-Globin splice acceptor-

Signal und dem β-Galactosidase-Reportergen; 

Von Dr. Barbara Weber, Department of Medicine, Universität von Pennsylvania, Philadelphia 

(USA) wurden folgende BRCA1-Plasmide zur Verfügung gestellt : 

BRCA1-Plasmid: die BRCA1-Wildtyp-Sequenz in pGL2 (Promega) kloniert; 

BRCA1∆Exon11-Plasmid: die Sequenz der BRCA1-Exon11-Spleißvariante in pGL2 kloniert; 
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2.2. Biologisches Material 
2.2.1. Tumormaterial/Normalgewebe, Patientinnendaten 

127 sporadische Mammakarzinome, 31 sporadische Endometriumkarzinome, 4 praemeno-

pausale und 2 postmenopausale Endometriumnormalgewebe wurden nach chirurgischer 

Entnahme in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80°C gelagert. Die Proben 

stammten von Patientinnen, bei denen in der Frauenklinik der Heinrich-Heine-Universität 

Düsseldorf operative Eingriffe vorgenommen wurden.  

Die Gewebe wurden auf Tumorzellgehalt mittels Schnellschnittdiagnostik untersucht. Bei 

chirurgischer Entnahme der Mammakarzinome wurden zusätzlich mindestens 10 axilliäre 

Lymphknoten entnommen. Unter den Brusttumoren waren 4 DCIS (= duktales carcinoma in 

situ), 72 IDC (= invasiv duktales Karzinom), 25 ILC (= invasiv lobuläres Karzinom), 12 

Karzinome anderen Typus und 14 nicht charakterisierte Karzinome. Zudem wurde jeder 

Tumor routinemäßig nach dem TNM-System der UICC (Union International Contre Cancer, 

1972) charakterisiert (Pfleiderer, 1994). 

Den Frauen mit Endometriumproben wurden diese per Dilatation und Kürretage oder 

abdominaler Hysterektomie mit Ovarektomie entnommen. Die Proben wurden direkt in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bei Frauen mit einem Endometriumkarzinom des Status 

T1b und höher wurde zudem eine pelvine Lymphonodektomie durchgeführt. Unter den 

Endometriumkarzinomen waren 27 Adenokarzinome (15 glandulär-papilläre, 4 glanduläre, 2 

klarzellige, 3 sekretorische, 1 solides und 2 mit Plattenepithelmetaplasie) und 3 endometroide 

Karzinome, sowie 1 nicht charakterisiertes. Klinische Daten zu den Tumoren wurden 

routinemäßig erfaßt. Für statistische Untersuchungen wurde den Tumoren das 

Patientinnenalter, die Klassifikation nach FIGO 1988, die TNM-Klassifikation, sowie der 

Tumorgrad zugeordnet (Pfleiderer, 1994). Von 6 normalen Endometriumgefriergeweben 

stammten 4 von einer praemenopausalen und 2 von einer postmenopausalen Patientin. 

Zusätzlich wurden 33 praemenopausale und 6 postmenopausale Endometriumnormalgewebe 

ebenfalls durch fraktionierte Abrasio oder abdominale Hysterektomie entnommen, Formalin 

fixiert und in Paraffin eingebettet. Dieses wurde routinemäßig im Morphologische Labor der 

Frauenklink der H.-H.-Universität zur morphologischen und immunhistochemischen 

Diagnostik durchgeführt. Keine der 33 praemenopausalen Patientinnen nahm zum Zeitpunkt 

der Gewebeentnahmne orale Kontrazeptiva, eines der Gewebe wurde während einer 

Schwangerschaft entnommen. Bei 3 der 6 postmenopausalen Endometriumnormalgewebe 

nahmen die Patientinnen eine Hormonersatztherapie.  
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2.2.2. Zellinien 

Die in den Versuchen verwendeten Zellinien wurden von der „American Type Culture 

Collection“ (ATCC) kommerziell erworben. Ihr Ursprung und ihre Charakterisierung ist wie 

folgt : 

Endometriumkarzinomzellinien: 

(a) AN3 CA (ATCC HBT 111): C.J. Dawe et al. gewannen 1964 diese Zellinie aus einer 

metastatischen Läsion in den Lymphknoten einer 55 Jahre alten  Patientin mit einem 

undifferenzierten, kleinzelligen Karzinom des Endometriums.  

(b) HEC-1-A (ATCC HBT 112): Diese Zellinie wurde 1968 von H. Kuramoto et al. aus 

einem endometrialen Adenokarzinom (Grad IA) einer 71 Jahre alten Patientin isoliert. Die 

Zellen sind hypo- bis hyperdiploid. 

(c) Ishikawa: Die Zellinie Ishikawa wurde von Nishida et al. (1985) aus einem Adeno-

karzinom einer 39-Jahre alten Frau etabliert. Sie hat einen positiven ER- und PR-Status, 

wächst aber östrogen-unabhängig. 

(d) KLE (ATCC CRL 1622): Diese Zellen sind epithel-ähnlich und entstammen einem wenig 

differenzierten endometrialen Adenokarzinom einer 64 Jahre alten Patientin, isoliert von 

G.R. Richardson. Die Zellen sind hypotriploid. 

(e) RL-95-2 (ATCC CRL 1671): D.L. Way et al. isolierte 1983 diese epithelialen Zellen aus 

einem mäßig differenzierten adenosquamösen Endometriumkarzinom einer 65 Jahre alten 

Patientin. RL-95-2-Zellen besitzen beide Östrogenrezeptortypen und sind zur Erforschung 

der endokrinen Regulation endometrialer Neoplasie geeignet. 

 

Mammakarzinomzellinien: 

(a) BT-20 (ATCC HBT 19): Diese Brustkrebszellinie wurde 1958 von E.Y. Lasfargues und 

L. Ozzello etabliert, indem sie Zellen, die bei der Zerteilung eines Adenokarzinoms 

austraten, isolierten und kultivierten.  

(b) MCF7 (ATCC HBT 22): Diese Adenokarzinomzellinie wurde von H.D. Soule et al. 1973 

durch Punktion eines Pleuralerguß bei einer 69 Jahre alten Patientin mit Mammakarzinom 

isoliert. 

(c) SK-BR-3 (ATCC HBT30): G. Trempe und L.J. Old isolierten 1970 diese Adenokarzinom-

zellen aus dem Pleuralerguß einer 43 Jahre alten Patientin mit einem Mammakarzinom. 

Die Zellen sind hypertriploid bis hypotetraploid. 

(d) T-47D (ATCC HTB 133): Die T-47-Linie wurde von I. Keydar aus dem Pleuralerguß 

einer 54 Jahre alten postmenopausalen Patientin mit einem infiltrierenden duktalen 
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Mammakarzinom isoliert. Der daraus entwickelte Unterstamm (T-47D) enthält u.a. 

Rezeptoren für 17β-Östradiol und andere Steroide (Freake, 1981; Sher, 1981). Die 

Zellinie ist hypotriploid. 

 

Zellinien aus anderen Karzinomtypen : 

(a) HeLa (ATCC CCL 2): Die Zellinie HeLa wurde G.O. Gey, W.D. Coffman und M.T. 

Kubicek aus eine Adenokarzinom des Zervix eine 31 Jahre alten Frau isoliert. 

(b) OVCAR-3 (ATCC HTB 161):  Diese Adenokarzinomzellinie entstammt einem malignen 

Karzinom des Ovar (Hamilton, 1983). Sie enthält Progesteron- und Östrogenrezeptoren 

und ist östrogenresponsiv. 

(c) A-431 (ATCC CRL 1555): Die Zellinie A-431 wurde 1973 von D.J. Giard et al. aus 

einem soliden epidermoiden Karzinom ein 85 Jahre alten Patientin isoliert. 

 

2.2.4. Escherichia coli-Stämme 

Charakterisierung der verwendeten E. coli-Stämme : 

XL1-blue sup E44, hsdR17 (rK
- mK

+), recA1, endA1, gyrA46, thi relA1, lac F´[proAB+ 

lacIq lacZ∆M15 Tn10(tetr)] 

DH5α sup E44, ∆lacU169(Φ80lacZ∆M15), hsdR17(rK
- mK

+), recA1, endA1, gyrA96, 

thi-1 relA1, F-, λ- 

Beide Stämme wurden mit Plasmiden transformiert und zu deren Vervielfältigung verwendet. 

 

2.3. Zellkultur 
2.3.1. Kulturmedien und Zusätze 

Medien: 

• Dulbecco´s modified Eagle medium (DMEM) (Gibco BRL) 

mit 110 mg/l Natriumpyruvat und 100 mg /l Glucose 

mit und ohne Phenolrot 

• DMEM Nutrient Mix (NutMix) F12 (Gibco BRL) 

mit 15 mM HEPES, L-Glutamin und Pyridoxin-HCl 

mit und ohne Phenolrot 

• McCoy´s 5 A Medium (Sigma) 

mit L-Glutamin 

mit Phenolrot 

ohne Phenolrot (als Pulver; + 2,2 g Natriumbicarbonat; add. 1l dH2O) 
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Zusätze : 

• Fetales Kälberserum (Sigma) 

• Penicillin-Streptomycin-Glutamin-Lösung (Gibco BRL) 

10000 U/ml Penicillin G Natrium; 10000 U/ml Streptomycin-Sulfat; 200 mM L-

Glutamin; 10 mM Natriumcitrat in 0,14% (w/v) NaCl 

• MEM 100x Vitamin-Lösung (Gibco BRL) 

NaCl, D-Ca Panthotenat, Cholinchlorid, Folsäure, i-Inositol, Nikotinamid, Pyridoxal-

HCl, Riboflavin und Thiamin 

• HEPES-Puffer, 1 M (Sigma) 

• Insulin Actrapid (Novo Nordisk Pharma, Mainz) 

 

Die Zellinien wurden nach der Empfehlung von ATCC in folgenden Medien kultiviert : 

(a) Kulturmedium für die Zellinien MCF7, T-47D, AN3 Ca, U2OS: Dulbecco´s modified 

Eagles–Medium (DMEM) (Gibco), 10% (v/v) fetales Kälberserum (FCS) (Sigma), 1x 

Vitamine-Lösung (Gibco), 1x Antibiotika/Antimykotika/L-Glutamin-Lösung (Gibco); 

(b) Kulturmedium für die Zellinie SK-BR-3: McCoy 5 A-Medium (Sigma), 10% FCS, 1x 

Vitamine-Lösung, 1x Antibiotika/Antimykotika/ L-Glutamin-Lösung;  

(c) Kulturmedium für die Zellinie RL-95-2: DMEM-NutMix-Medium (Gibco), 10% FCS, 10 

mM HEPES (Sigma), 1x Antibiotika/ Antimykotika/L-Glutamin-Lösung, 5 mM Insulin 

(Novo Nordisk);  

(d) Kulturmedium für die Zellinien Ishikawa, KLE: DMEM-NutMix-Medium, 10% FCS, 1x 

Antibiotika/Antimykotika/L-Glutamin, 10 mM HEPES; 

 

2.3.2. Aktivkohlebehandlung von fetalem Kälberserum  

Für die Inkubation von Karzinom-Zellinien mit (Anti-)Hormonen mußten aus dem fötalen 

Kälberserum (FCS), welches dem Nährmedium zugesetzt wurde, die Hormone vollständig 

entzogen werden. Dieses geschah durch Behandlung mit Dextran-beschichteter Aktivkohle. 

Hierzu wurden 400 ml FCS mit 1 g Aktivkohle (Sigma) und 0,1 g Dextran (Sigma) für 30 

min. bei 57°C unter Schütteln inkubiert und anschließend bei 4000 rpm für 1 std. bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Dem Überstand wurden erneut 1 g Aktivkohle und 0,1 g 

Dextran zugegeben, worauf 30 min. bei 37°C unter Schütteln inkubiert wurde. Der Überstand 

wurde durch eine 0,2 µm Sterilfilterflasche (Corning-Vakuumfiltrationssystem, Sigma) 

filtriert und bei -20°C gelagert (Holinka, 1986).  
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2.3.3. Kultivierung der Zellinien 

Die Kultivierung der Zellinien fand in 240 ml Zellkulturflaschen (80 cm3; Nunc) in 10 ml des 

entsprechenden Mediums in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5%-iger CO2-

Konzentration und 95%-iger konstanter Luftfeuchtigkeit statt. Im Abstand von drei Tagen 

wurde das Medium mit einer sterilen 10ml-Pipette abgenommen und durch frisches Medium 

ersetzt. 

 

2.3.4. Passagierung der Zellinien 

Waren die Zellen bis zur Konfluenz gewachsen, wurden sie in eine neue Gewebekulturflasche 

umgesetzt (Passagierung). Hierzu wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS 

gewaschen und durch 5-minütige Inkubation mit 5–10 ml Trypsin/EDTA-Lösung (Gibco 

BRL) bei 37°C abgelöst. Durch Zugabe des gleichen Volumens an Medium wurde das 

Trypsin inaktiviert. Die Zellsuspension wurde in einem sterilen Röhrchen 5 min. bei 1000 

rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in Medium resuspendiert 

und die Zellen mit Hilfe einer Kanüle vereinzelt. Die Zelldichte wurde in einer Thoma-

Kammer bestimmt. Zur Weiterkultivierung wurden 5x106 Zellen in einer neuen 

Gewebekulturflasche mit frischem Medium ausgesät. 

 

2.3.5. Kryokonservierung 

Zur längerfristigen Lagerung wurden die Zellinien kryokonserviert. Hierzu wurden die Zellen 

wie in 2.3.3. beschrieben durch Behandlung mit Trypsin/EDTA abgelöst und abzentrifugiert. 

Die Zellen wurden in Medium resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und auf 5x106 Zellen pro 

1ml Medium eingestellt. In einem Kryoröhrchen wurden 500µl Zellsuspension mit 500µl 

Einfriermedium vermischt. Nach 12 Stunden bei –80°C wurden die Zellen in flüssigem 

Stickstoff gelagert. 

Einfriermedium: 5% DMSO in Kulturmedium 

 

2.3.6. Inkubation mit Hormonen 

2.3.6.1. Herstellung der Hormonlösungen 

Die (Anti-)Hormone 17β-Östradiol (Sigma), Progesteron (Sigma), RU486 (= Mifepristone, 

Sigma), Tamoxifen (Sigma) und 4-Hydroxy-Tamoxifen (Sigma) wurden als Stammlösung in 

absolutem Ethanol zu einer Konzentration von 10-2mol/l gelöst. Raloxifen (Lilly) und 

Raloxifen-Hydrochlorid (Lilly) wurden zu einer Stammlösungskonzentration von 10-3 mol/l in 

abs. Ethanol gelöst. Zur (anti-)hormonellen Inkubation von Zellinien wurden die 
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Stammlösungen in 1:10-Schritten in Kulturmedium verdünnt, um die Ethanolkonzentration 

und damit verbundene Nebeneffekte möglichst zu vermeiden. 

 

2.3.6.2. Spezielle Kultivierungen und (Anti-)Hormonbehandlung 

Zur Inkubation von Karzinomzellinien mit Steroidhormonen und Antihormonen wurden diese 

für die verschiedenen Versuchsreihen auf unterschiedliche Art und Weise kultiviert: 

• in 6- /12-Loch-Platten: Für Expressionskinetiken und Transfektionsexperimente wurden 

bei 6-Loch-Platten pro Loch 2,0x105 Zellen (in 2 ml Nährmedium) und bei 12-Loch-

Platten 1x105 Zellen (in 1 ml Nährmedium) ausgesät. 

• auf Objektträgern: Für immunhistochemische Untersuchungen der (anti-)hormonellen 

Effekte wurden auf Teflon-beschichtete 3-Loch-Objektträger (Menzel Gläser) pro Loch 

1x104 Zellen in einem Tropfen von 100 µl Medium ausgesät. Hierbei wurden nur die 

äußeren beiden Löcher beimpft. Insgesamt wurden die Objektträger einer 

Inkubationsreihe in einer Gewebekulturschale (245x245 mm) gelagert. Nachdem die 

Zellen adhärent waren, wurde die Schale mit 150 ml Medium gefüllt und die Zellen 

wurden in ihrer Gesamtheit weiterkultiviert. 

• auf Glasplättchen: Für rasterelektronenmikroskopische Versuche wurden die Zellen auf 

Deckgläschen kultiviert. Diese wurden hierfür in 6-Loch-Platten gelegt, mit 3 ml Medium 

bedeckt und mit 0,5x104 Zellen beimpft.  

• in Einbettungskammern (20-Loch, LBK): Für elektronenmikroskopische Versuche die 

Zellen in 20-Loch Einbettungskammer kultiviert. Hierfür wurden 0,5x104 Zellen in 500ml 

Medium ausgesät. 

 

Vor der Inkubation mit (Anti-)Hormonen wurden die Zellen in entsprechender Konzentration 

ausgesät und nach 24 Std. wurde das Kulturmedium gewechselt, wobei nun solches mit 

aktivkohlebehandeltem FCS verwendet wurde, um mediumbedingte östrogene Effekte zu 

minimieren. Für die Inkubation wurden die (Anti-)Hormone in entsprechender Konzentration 

dem Kulturmedium zugegeben. Auf diesem Medium verblieben die Zellen für mindestens 48 

Std.. 17β-Östradiol wurde in einer Endkonzentration von 10-8M und die Antiöstrogene TAM, 

OHT, RLX und RLX-HCl jeweils in einer Endkonzentration von 10-6M eingesetzt. Bei den 

Zellkinetiken, die 7 Tage dauerten, wurde das Medium alle 48 Std. erneuert. 
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2.3.6.3. Zellkinetiken  

Zur Analyse der Einflüsse von (Anti-)Hormonen auf das Expressionsmuster unterschiedlicher 

Gene in verschiedenen Zellinien wurden diese in 6-Loch-Platten in entsprechendem Nähr-

medium mit 10% FCS ausgesät. Die Zellen wurden eine Woche vor den Kinetiken in Phenol-

rot-freiem Medium kultiviert, um Verfälschungen der Ergebnisse durch dessen östrogene 

Effekte auszuschließen. Sobald die Zellen adhärent waren, wurden sie mit PBS gewaschen 

und für 48 Std. in Medium mit 10% CCS-FCS kultiviert. Zum Start der Kinetik wurde das 

Medium erneuert und mit den Hormonen in den entsprechenden Konzentrationen (bzw. 

Ethanol-Verdünnungen als Kontrolle) versetzt. Das Medium mit den Hormonen wurde alle 48 

Std. erneuert. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden die Inkubationen gestoppt, indem das 

Medium abgenommen und die Zellen zur RNA-Isolation in Trizol aufgenommen wurden. 
 

2.4. RNA/DNA Isolierung 
2.4.1. DNA-Isolierung aus Gewebe 

Unter Trockeneiskühlung wurde von dem Gewebe ein etwa stecknadelkopfgroßes Stück mit 

einem Skalpell abgetrennt, zusammen mit einer Wolframkugel in eine Telfonkapsel gebracht 

und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Nach dem Einfrieren wurde das Gewebestück in 

einem Dismembrator (Mikrodismembrator S, Fa. Braun Biotech Int.) bei 2000 rpm für 1 min. 

zertrümmert. Das Gewebepulver wurde in 3 ml Verdaupuffer aufgenommen und über Nacht 

(ü.N.) bei 50°C mit Proteininase K (0,1 mg Proteinase K / ml Verdaupuffer) inkubiert. Für die 

anschließende Phenol-Chloroform-Extraktion wurde der Verdauansatz mit dem gleichen 

Volumen eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) vermischt und zur 

Phasentrennung für 10 min. bei 2000 rpm zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus). Zur 

vollständigen Phenolabtrennung wurde der wässrige Überstand mit dem gleichen Volumen 

eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches vermischt und abzentrifugiert (10 min., 2000 

rpm). Der oberen Phase wurden zur DNA-Fällung mit 0,5 Volumen Ammoniumacetat und 2,5 

Volumen eiskaltes Ethanol (absolut) zugegeben und diese nach Inkubation bei –20°C für 2 

Std. für 15 min. bei 4000 rpm zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 1ml 70% Ethanol 

(eiskalt) gewaschen, abzentrifugiert, (5 min., 13000 rpm) und nach Lufttrocknung in Aqua 

dest. gelöst.  

 
Verdaupuffer  100 mM NaCl 

   10 mM TRIS-HCl, pH 8,0 

   25 mM EDTA, pH 8,0 

   0,5% SDS 
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2.4.2. DNA-Isolierung aus Blut 

Die Blutentnahme bei den Patientinnen erfolgte in 2x4 ml-Standardröhrchen mit EDTA-

Lösung. Die DNA-Isolierung aus den Lymphozyten erfolgte mit Hilfe des QIAamp DNA 

Blood Midi Kit (Qiagen) nach den Anweisungen des Herstellers. 

 

2.4.3. DNA-Isolierung aus Zellinien 

Die DNA-Isolierung aus Zellinien wurde mit Hilfe des QIAamp Blood - Kit (Qiagen) nach 

den Angaben des Herstellers durchgeführt. 

 

2.4.4. RNA-Isolierung aus Gewebe 

Das Gewebe wurde wie in 2.4.1. beschrieben aufgeschlossen, wobei die Gewebefragmente 

sofort in 1 ml Trizol (Gibco BRL) aufgenommen und suspendiert wurden. Nach Inkubation 

für 5 min. bei Raumtemperatur wurden die Proben mit 200 µl Chloroform durch 15 sec. 

Schütteln vermischt, 2 bis 3 min. bei RT inkubiert und zur Phasentrennung abzentrifugiert 

(12000 g, 4°C, 15 min.). Die obere RNA-haltige Phase wurde abgenommen, mit einem 

Volumen Isopropanol versetzt und 10 min. bei RT inkubiert. Durch Zentrifugation wurde die 

präzipitierte RNA pelletiert (12000 g, 4°C, 10 min.). Das Pellet wurde mit 1 ml 75% Ethanol 

gewaschen, bei 9500 g und 4°C für 5 min. abzentrifugiert und für 5 bis 10 min. bei 55°C im 

Heizblock getrocknet. Das aufgereinigte Pellet wurde je nach Ausbeute in 20 – 100 µl DEPC-

dH2O gelöst. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte spektrophotometrisch. 

 

2.4.5. RNA-Isolierung aus Zellinien 

Bei normaler Kultivierung wurden die Zellen, wie bei der Passagierung durch Trypsin-

Behandlung, abgelöst und dann durch Zentrifugation pelletiert. Zur RNA-Isolation wurde das 

Zellpellet in 1 ml Trizol suspendiert. Die Isolation wurde wie unter 2.4.4. beschrieben 

fortgeführt. Bei der Kultivierung in 6-Loch-Platten während der Kinetiken wurden zum 

entsprechenden Zeitpunkt das Medium von den Zellen abgenommen, diese mit PBS 

gewaschen und in 1 ml Trizol suspendiert. Die weiteren Schritte erfolgten wiederum wie 

unter 2.4.4. beschrieben. 

 

2.5. cDNA-Synthese aus Gesamt-RNA 
Zur genaueren Expressionsanalyse wurde die RNA durch reverse Transkription in cDNA-

Primärstränge übersetzt. Hierbei wurden unspezifische Hexanukleotide eingesetzt, um die 
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gesamte RNA-Population zu erfassen. Dieses ist für eine spätere Quantifizierung der 

Transkripte von besonderer Bedeutung. 

Es wurden 5 µg RNA 5 min. bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekühlt. Der 20 µl-

Reaktionsansatz wurde in einem Thermo-Cycler für 10 min. bei 26°C und 45 min. bei 42°C 

inkubiert. Durch einen abschließenden Schritt für 5 min. bei 95°C wurde die Reverse 

Transkriptase inaktiviert. Die cDNA wurde auf Eis abgekühlt und bei -20°C gelagert. Sie 

wurde mittels einer „β-Actin-PCR“ auf ihre Qualität und Kontaminationen mit genomischer 

DNA überprüft. 

 

Reaktionsansatz für Reverse Transkription (Endkonzentrationen im Ansatz): 

1x PCR-Puffer (Pharmacia) 

7,5 mM MgCl 

0,1 mg/ml BSA (Pharmacia, DNase- und RNase-frei) 

15 mM DTT 

je 1 mM Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

1 U/µl RNasin (Promega) 

1000 pmol random-Primer 

9,5 U MMLV-Reverse Transkriptase (Pharmacia) 

 

 

2.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Amplifikation bestimmter Sequenzen wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) durchgeführt. Die Ansätze hatten ein Reaktionsvolumen von 50 µl und enthielten 

anfangs DNA bzw. cDNA als Matrize, PCR-Reaktionspuffer (Pharmacia), dNTP-Mix 

(Pharmacia), Primer und dH2O. Überschichtung mit Mineralöl diente als Verdunstungsschutz. 

Nach einer den Zyklen vorgeschalteten Denaturierungsphase bei 94°C („hot start“) wurde 

dem Reaktionsansatz Taq-Polymerase (Pharmacia) zugegeben. Den Zyklen folgte eine 

abschließende Synthesephase für 8 min. bei 72°C.  

Die Bedingungen und die Zusammensetzung der Reaktionsansätze für die quantitative 

differentielle PCR zur Quantifizierung der Expressionshöhe bestimmter Gene wurden 

bezüglich der Primer-Konzentration, der Zyklenzahl, der Enzym-Menge, der template-Menge 

(DNA, cDNA) und Nukleotid-Konzentration optimiert (s. Ergebnisteil).  

Bei der quantitativen differentiellen PCR wird neben dem Zielgen ein Referenzgen als 

interner Standard in demselben Reaktionsansatz mitamplifiziert (multiplex PCR). Da für die 
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optimale Amplifikation der Sequenzen von Ziel- und Referenzgen die Zyklenanzahlen 

unterschiedlich waren, wurde mit der primer dropping-Methode gearbeitet. Hierbei wurden 

den laufenden Reaktionen mit den Primern für die Sequenz mit der optimal höheren 

Zyklenzahl die Primer für die Sequenz mit der optimal niedrigeren Zyklenzahl erst zu dem 

entsprechend späteren Zeitpunkt zugegeben. Als Referenzgene wurden β-Actin verwendet 

(Kalkhoven, 1998) 

 

2.6.1. ββββ-Actin-PCR zur Kontrolle der cDNA-Qualität 

Bei der β-Actin-Kontroll-PCR sind die Primer (β-Actin-5´ und –3´) im β-Actin-Gen so 

gelegt, daß die amplifizierte Sequenz die Grenze zwischen zwei Exons beinhaltet. Bei der 

Amplifikation von genomischer DNA, welche hier als Kontamination anzusehen ist, wird das 

Intron zwischen den Exons mitamplifiziert. Dieses ist bei der Amplifikation von cDNA nicht 

der Fall. Bei entsprechender Größe des Introns können die Amplifikate der genomischen und 

der cDNA aufgrund der unterschiedlichen Länge in einem Agarosegel gut aufgetrennt 

werden. Bei sauber isolierter RNA ist nach der reversen Transkription bei der β-Actin-

Kontroll-PCR keine Bande zu sehen, die der genomischen Sequenz entspricht. 

 

Die Bedingungen für die β-Actin-PCR waren : 

Gen PCR-Ansatz Zyklen 

 
β-Actin 
genomische Bande: 625 bp 
 
cDNA-Bande: 446 bp  
 

 
1x PCR-Puffer 
150 µM dNTPs 
40 pmol Primer 
2,5 U Taq-Polymerase 
Reaktionsvolumen : 50µl 

 
1x     10 min.    94°C 
30x     1 min.    94°C 
           1 min.    62°C 
           1 min.    72°C 
1x       8 min.    72°C 
 

 

2.6.2. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 

Zur relativen Messung von Expressionen wurde die quantitative RT-PCR verwendet. Die 

Expression eines Zielgens wurde dabei in Relation zu der eines Referenzgens gemessen 

(Niederacher, 1999b). Als Referenzgen diente hier β-Actin. Durch die Messungen gegen ein 

stabil exprimiertes Standardgen können Expressionsunterschiede in einem Kollektiv 

verschiedener Gewebeproben oder unter hormoneller Stimulation bestimmt werden. 

Referenz- und Zielgen wurden in einem Reaktionsansatz koamplifiziert. 

Durch Verwendung fluoreszenzmarkierter Primer konnten die PCR-Produkte mit Hilfe eines 

A.L.F. DNA Sequenzierers aufgetrennt und quantifiziert werden. Die Auswertung wurde mit 
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Hilfe der Allel Link Software (Pharmacia) durchgeführt. Die Fläche (A) unter den Signalen 

galt hierbei als Maß der Signalstärke. Der relative Expressionswert (relative expression value 

= REV) des Zielgens ergab sich aus dem Verhältnis der Signalstärke des Zielgens zu der des 

Referenzgens : REV =   A(Zielgen) / A (Referenzgen). 

Die Bedingungen der PCR mußten so optimitiert werden, daß die Reaktionskinetik allein von 

der Menge der template DNA abhängig war (s. 2.6.3.).  

 

2.6.3. Quantitative differentielle PCR (qdPCR) 

Die quantitative differentielle PCR ist eine Methode zur Bestimmung der Kopienzahl eines 

Gens und somit einer möglichen Genamplifikation. Zur Quantifizierung wurde neben dem 

Zielgen (AIB1) in den PCR-Ansätzen ein interner Standard koamplifiziert. Als Referenzgen 

wurde das single-copy Gen γ-Interferon herangezogen (Niederacher, 1999). Die PCR-

Bedingungen mußten (wie unter 2.6.2.) so optimiert sein, daß die Reaktionskinetik nur von 

der Kopienmenge der template-Sequenz abhängig war. Die Reaktion durfte nicht durch 

Polymerasemenge, die Primer- oder die Nukleotidkonzentration limitiert sein. Außerdem 

mußte ihre Kinetik im logarithmischen Bereich ablaufen. Die Amplifikationsbestimmung 

erfolgte im Vergleich zu einem Normalgewebe, in dem das Gen nicht amplifiziert war. Hier 

wurde zum Vergleich mit der Tumor-DNA Lymphozyten-DNA verwendet. 

Liu et al. (1993) entwickelten die mathematischen Grundlagen für die Amplifikations-

bestimmung, welche in folgender Gleichung resultierten : 

 

         Pz / Pr 
 log (sz/sr)  =  log     

      [Pz(normal) / Pr (normal)] 

 

sz = Kopienzahl des Zielgens vor der PCR 

sr = Kopienzahl des Referenzgen vor der PCR 

Pz = Kopienzahl des Zielgens nach der PCR 

Pr = Kopienzahl des Referenzgens nach der PCR 

(normal) = in Normalgewebe 

 

Die PCR-Bedingungen wurden hinsichtlich der annealing-Temperatur, der Zyklenzahl, der 

Primerkonzentration, der Nukleotidkonzentration, der Enzymmenge und der template-Menge 

optimiert (s. Ergebnisteil). Die Auftrennung und Detektion der fluoreszenz-markierten PCR-



2. Material und Methoden                                                                                                      29 

Produkte erfolgte ebenfalls im A.L.F. DNA Sequenzierer und die Auswertung der Rohdaten 

mit Hilfe der Allel Link Software.   

 

2.7. Sequenzierung  
Die zu sequenzierenden DNA-Fragmente wurden zuerst in einer PCR-Reaktion (s. 2.6.) 

amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden vor der Sequenzierungsreaktion mit Hilfe von 

MicroSpin-Säulen (S-300 für PCR-Produkte < 200 bp; S-400 für PCR-Produkte ≥ 200 bp; 

Amersham) von den Komponenten der PCR-Reaktion aufgereinigt (nach Anweisung des 

Herstellers). Die Qualität der PCR-Produkte wurde auf 1%-igen Agarosegelen kontrolliert. 

Zur Strategie der Sequenzierung gehörte es, daß bei dieser PCR-Reaktion Primer eingesetzt 

wurden, an deren fragment-spezifische Sequenz eine nicht-humane M13-spezifische Sequenz 

(5´-CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT-3´) 5´-wärts vorgeschaltet war. An diese M13-

Sequenz  lagerten bei der Sequenzierungsreaktion M13-spezifische Sequenzier-Primer an. 

Hierbei waren die Sequenzier-Primer fluoreszenz(Cy5)-markiert, welches durch Laser-

bestrahlung zur Fluoreszenz angeregt werden kann und somit die PCR-Produkte bei ihrer 

Auftrennung im A.L.F. DNA Sequenzer detektierbar wurden. Die Sequenzierungsreaktion 

wurde mit Hilfe des Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing – Kit 

(Amersham) durchgeführt.  

Die Zusammensetzung des Ansatzes der Sequenzierungsreaktion war wie folgt: 

  5 µl aufgereinigtes PCR-Produkt 

        + 1 µl M13-Sequenzier-Primer (1 pmol/µl) 

        + 2 µl Reaktionsmix (mit ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP) 

        → 8 µl Gesamtvolumen 

 

Die Zyklen der Sequenzierungsreaktion waren: 

  1x 95°C  5 min. 

  30x 60°C  30 sec. 

   95°C  30 sec. 

 

Der Ansatz wurde nach Zugabe von 5 µl Stop-Lösung (Pharmacia) für 5 min. auf 95°C erhitzt 

und die Reaktion danach durch 5 min. auf Eis abgebrochen. Die Sequenz der amplifizierten 

DNA-Fragmente wurde durch Sequenzanalyse im A.L.F. Express DNA Sequenzer bestimmt. 

Die Rohdaten der Sequenzanalyse wurden mit Hilfe der A.L.F.win Sequence Analyser 2.00–

Software (Pharmacia) ausgewertet. 
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2.8. Auftrennung von Nukleinsäurefragmenten 
2.8.1. Agarosegelelektrophorese 

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten und PCR-Produkten wurden 1,0%-ige (w/v in TBE-

Puffer) Agarosegele verwendet. Die Proben wurden im Verhältnis 2:1 mit Probenpuffer 

versetzt. Die Fragmentgrößenbestimmung wurde im Vergleich mit einer 1kb DNA-Leiter 

(Gibco BRL), die parallel zu den Proben aufgetragen wurde, durchgeführt. Die 

Gelelektrophorese erfolgte abhängig von der Größe der aufzutrennenden Fragmente bei 80 bis 

100 V für 60 bis 90 min.. Zur Detektion der Fragmente wurde das Gel nach dem Lauf in einer 

Ethidiumbromid-Lösung (10 µg/ml) für 30 min. gefärbt. Durch Bestrahlung mit UV-Licht 

(λ= 312 nm) wurde das interkalierte Ethidiumbromid zur Fluoreszenz angeregt und die 

Banden konnten so nachgewiesen werden. 

Probenpuffer: 7 M Harnstoff 

 40 % Glycerin 

 50 mM EDTA, pH 8,0 

 10 mM TRIS, pH 8,0 

 0,1 % Bromphenolblau 

 

2.8.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf einem A.L.F. bzw. A.L.F. Express DNA Sequenzer 

(Pharmacia) fand bei der Quantifizierung von DNA-Fragmenten, sowie der 

Sequenzbestimmung von DNA-Abschnitten ihren Einsatz. 

 

2.8.2.1. Aufbau und Lauf der Polyacrylamid-Gele 

Zur gelelektrophoretischen Fragmentauftrennung mit Hilfe des A.L.F. (Express) DNA 

Sequenzierers wurde die Glasplattenvorrichtung des Gerätes gesäubert (mit dH2O und 

Ethanol), wobei die Thermoplatte im oberen Viertel mit Bind-Silan-Lösung behandelt wurde, 

und zusammengesetzt (0,5 mm „Spacer“). Die 6%-ige Polyacrylamid-Lösung mit 7 M 

Harnstoff wurde hergestellt, indem die Polyacrylamid-Stammlösung mit 25 ml dH2O und 5 g 

Amberlite (Pharmacia) für 10 min. verrührt, danach in vorfiltriertes TBE filtriert und für 5 

min. entgast wurden. Schließlich wurden 10%-iges APS und TEMED zugegeben. Nach dem 

Giessen in die Glasplattenvorrichtung polymerisierte die Gellösung für 2 Std. aus. Für die 

Gele zur Quantifizierung wurde eine Polyacrylamid-Stammlösung mit einem (N,N-Methylen-

) Bisacrylamid/Acrylamid-Verhältnis von 1:29, für die Sequenzanalyse eine Stammlösung mit 

einem Verhältnis von 1:19 verwendet.  
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Bind-Silan-Lösung 4 ml abs. Ethanol 

 15 µl Bind-Silan (Pharmacia) 

 1 ml 10% Essigsäure 

    

Polyacrylamid-Lösung 25,2 g Harnstoff  (Sigma) 

 9 ml Polyacrylamid-Stammlösung (40%) (Sigma) 

 25,5 ml d H2O 

 6 ml 6 x TBE-Puffer 

 0,2 ml 10% APS (Pharmacia) 

 40 µl TEMED (BioRad) 

 

Probenauftragungspuffer 100 ml Formamid (durch 2 Std. Rühren mit 5 g Amberlite 

deionisiert) 

 600 µg Dextranblau 

 4 ml 20 mM EDTA, pH 8,3 

 

Für die Auftrennung wurden die DNA-Fragmente in dH2O verdünnt (1:2 bis 1:50). 5,5 µl der 

verdünnten Fragment-Lösungen wurden mit 5,5 µl Auftragungspuffer gemischt. Vor dem 

Lauf wurden die Proben für 5 min. bei 95°C denaturiert und anschließend auf Eis abgekühlt. 

Als Laufpuffer wurde 0,6 x TBE verwendet. 

 

Die Laufbedingungen waren: 

     Fragmentanalyse  Sequenzanalyse 

max. Spannung   1500 V   1500 V 

max. Stromstärke   34 mA    34 mA 

max. Leistung    38 W    30 W 

Temperatur    40°C    50°C 

Laufzeit    200 – 300 min.  180 – 360 min. 

 

Die Fragmentanalysen fanden auf dem A.L.F. DNA Sequenzierer, die Sequenzanalysen auf 

dem A.L.F. Express DNA Sequenzierer statt. Zur Detektion mittels Fluoreszenzanregung 

durch einen Laser waren die aufzutrennenden Fragmente fluoreszenz(Cy5)-markiert. 
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2.9.  Reportergen-Assays 
Die Reportergenassays dienen dazu, die Wirkungen verschiedener Faktoren auf einen 

Promoter, durch den die Transkription des Reportergens gesteuert wird, zu verdeutlichen.   

 

2.9.1. Klonierung von DNA-Fragmenten 

Diese Technik wurde dazu eingesetzt, um DNA-Fragmente (z.B. PCR-Produkte) in Plasmid-

Vektoren einzubauen. Der Restriktionsverdau wurde zusätzlich dazu verwendet, DNA-

Fragmente aufgrund ihres Restriktionsstellenmusters zu überprüfen.  

 

2.9.1.1. Restriktionsverdau 

Bei der Restriktion wurden 1–5 µg Nukleinsäure durch 10 U eines bestimmten Restriktions-

enzyms verdaut. Die Reaktion fand unter den für das jeweilige Enzym spezifischen Pufferbe-

dingungen und bei 37°C  für 1 Std. statt. Bei Restriktionen mit mehreren Enzymen wurden 

die Reaktionen parallel unter den für alle Enzyme idealen Pufferbedingungen vollzogen. 

 

2.9.1.2. Ligation 

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren wurde ein Vektor-Insert-Verhältnis von  

1 : 3 verwendet. Die einzusetzende Menge Insert-DNA errechnete sich aus der Gleichung : 

[(a ng Vektor-DNA x b kb Insert-Größe) / c kb Vektor-Größe] x Insert-Vektor-Verhältnis =   

y ng Insert-DNA.  

Der Ligationsansatz war: 

1 µl  10x T4 DNA Ligase Puffer (Gibco) 

x µl  Vektor-DNA 

y µl  Insert-DNA 

1 µl  T4 DNA Ligase (Gibco) 

add. 10 µl dH2O 

 

Die Reaktion verlief über Nacht (ü.N.) bei 4°C. Der Ligationsansatz konnte direkt in einer 

Transformation eingesetzt werden. 

 

2.9.2. Plasmidpräparation 

(a) Herstellung kompetetiver Zellen (E. coli) 

E. coli-Zellen wurden über Nacht bei 37°C in 10 ml LB-Medium vorkultiviert. 500 ml LB-

Medium wurden mit diesen 10 ml angeimpft, bis zu einer OD von 0,6 bei 37°C wachsen ge-
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lassen und auf Eis für 10 min. abgekühlt. Die Zellen wurden bei 4000 xg für 10 min. bei 4°C 

abzentrifugiert, in 500 ml eiskaltem H2O gewaschen, erneut abzentrifugiert, in 250 ml H2O 

gewaschen und wiederum abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in dem 1,5-fachen Volumen 

15% Glycerin resuspendiert und 50 µl Aliquots der Zellsuspension wurden mit -80°C-kaltem 

Isopropanol schockgefroren und bei –80°C gelagert. 

LB-Medium:  1% Trypton 

   0,5% Hefeextrakt 

   0,5% NaCl 

 
(b) Transformation durch Elektroporation 

Zur Vervielfältigung von Plasmiden wurden diese in kompetente E. coli–Zellen des Stammes 

XL1-blue durch Elektroporation eingeschleust. Für die Elektroporation wurden 1–2 µl  

Plasmid-DNA-Lösung mit 50 µl Zellsuspension vermischt und in eine eisgekühlte 0,2 cm-

Elektroporationsküvette (BioRad) gegeben. Die Elektroporationsküvetten wurden zuvor mit 

dH2O gespült und 20 min. mit UV-Licht bestrahlt, um eventuelle DNA-Reste zu inaktivieren. 

Nach kurzer Zeit auf Eis wurde die Küvette in den Elektroporator (BioRad Gene Pulser) 

eingesetzt. Die Einstellungen des Pulsgebers waren 25 µF, 200 Ω und 2,50 kV. Nach dem 

elektrischen Puls wurde direkt 1 ml SOC-Medium zugegeben, die Zellen kurz suspendiert und 

die Suspension auf Eis kurz abgekühlt. Es folgte eine Regenerationsphase bei 37°C für 1 Std.. 

Verschiedene Mengen der Zellsuspension wurden auf LB-Platten mit Ampicillin ausgesät und 

ü.N. bei 37°C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden gepickt und 10 ml LBAmp-Medium damit 

beimpft. Nach Inkubation ü.N. bei 37°C wurde 1 l LBAmp-Medium mit 1 ml der Über-Nacht-

Kultur beimpft. Die Zellen wurden bis zu einer OD von 0,6 bei 37°C wachsen gelassen. 

SOC-Medium:  2% Trypton  10 mM MgCl2 

    0,5% Hefeextrakt 10 mM MgSO4 

    10 mM NaCl  20 mM Glucose 

    2,5 mM KCl 

LB-Medium mit Ampicillin 100 mg Ampicillin / 1 l LB-Medium 

 
(c) Plasmidisolierung 

Die Plasmidpräparation aus der Bakterienkultur erfolgte mit Hilfe des QIAfilter Plasmid 

Midi-Kit (Qiagen) nach den Anweisungen des Herstellers.  
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2.9.3. Transfektionen und Hormonbehandlung 

(a) mit Fugene 6-Transfektionsreagenz (Roche) 

Die zu transfizierenden Zellen wurden nach Kultivierung in Nährmedium mit 10% CCS-FCS 

(mind. 24 Std.) wie unter 2.3.6.2. beschrieben ausgesät. Mind. 24 Std. vor der Transfektion 

wurde das Medium in den 6-Loch-Platten erneuert. Der Transfektionsansatz wurde separat 

angesetzt (einer für jedes Loch): 1-3 µl Fugene 6-Reagenz wurden direkt in ein 

Eppendorfgefäß mit 60–100 µl serum-freiem Medium (OPTI-MEM I, Gibco) gegeben und 5 

min. bei Raumtemperatur inkubiert. 0,5–2 µg Gesamt-(Plasmid-)DNA-Lösung wurden in ein 

zweites Eppendorf-Gefäß gegeben, das verdünnte Fugene 6-Reagenz tropfenweise 

hinzugefügt, beides vermischt und für 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Das genaue 

Mengenverhältnis von DNA zu Fugene-Reagenz mußte für jede Zellinie einzeln optimiert 

werden. Das DNA-Fugene-Gemisch wurde tropfenweise zu den Zellen in das Kulturmedium 

gegeben. Nach 24 Std. Inkubation wurde das Medium mit unterschiedlichen Hormonlösungen 

(oder EtOH zur Kontrolle) zu unterschiedlichen Endkonzentrationen versetzt. Wiederum 

wurde für 24 Std. inkubiert und die Zellen dann geerntet. 

  

(b) mit Lipofectamine (Promega) 

Die Zellen wurden wie unter (a) beschrieben herangezogen. Vom Lipofectamine-

Transfektionsagens 2-25 µl in 100 µl serum-freies Medium (MEM I, Gibco) verdünnt. 

Parallel dazu wurden 1-2 µg DNA in 100 µl des serum-freien Mediums gegeben. Beide 

Verdünnungen wurden vermischt und für 15-45 min. bei Raumtemperatur inkubiert. 

Währenddessen wurden das Medium von den zu transfizierenden Zellen entfernt und diese 

mit PBS gespült. Nach Zugabe von 800 µl serum-freien Mediums zu der DNA-

Lipofectamine-Lösung wurde diese auf die gespülten Zellen gegeben. Nach 6 Std. Inkubation 

wurde 1 ml Medium mit zweifacher Serumkonzentration (20%) oder serum-freies Medium 

zuge-geben und ü.N. inkubiert. Nach Entfernen des Mediums mit dem Transfektionsagens 

wurden die Zellen gespült und mit Medium versetzt, welches Hormone (oder EtOH zur 

Kontrolle) in entsprechenden Konzentrationen enthielt. Nach 24 Std. Inkubation wurden die 

Zellen geerntet. 

 

2.9.4. Ernte der transfizierten Zellen 

Das Kulturmedium wurde von den Zellen abgenommen und diese zweimal mit PBS gespült. 

Nach Zugabe von 100 µl Lysispuffer (Promega) und Inkubation für 10 min. wurden die 

Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der 6-Loch-Platte abgekratzt. Die 
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Zellsuspension wurde in ein Eppendorf-Gefäß überführt, kurz geschüttelt und konnte bei –

80°C gelagert werden. 

Lysispuffer: unmittelbar vor dem Einsatz wurde der Lysispuffer mit 1 µl pro ml 

Gesamtvolumen 1 M DTT versetzt. 

 

2.9.5. Messungen der Chemolumineszenz 

Die Aktivität der Luciferase diente als Reporter für die Stärke des vorgeschalteten Promoters, 

die der β-Galactosidase als Referenz für die Transfektionseffizienz. Beide Messungen wurden 

in einem Luminometer (Lumat LB 9507; EG&G Berhold) durchgeführt. 

 

(a) Messung der Luciferase-Aktivität 

In ein Messröhrchen (75x12 mm, Sarstedt) wurden 20 µl Zellysat vorgelegt und das Röhrchen 

in das Luminometer gestellt. Durch automatische Injektion wurden 100 µl Luciferase Assay – 

Reagenz (Promega) zu dem Lysat gegeben. Die Messung der Chemilumineszenz erfolgte 30 

sec. nach der Injektion. 

Luciferase Assay – Reagenz: Das lyophilisierte Substrat wurde in 10 ml Luciferase 

Assay-Puffer gelöst, in 1 ml Aliquots aufgeteilt und bei –

80°C gelagert. 

 

(b) Messung der β-Galactosidase-Aktivität 

In einem anderen Meßröhrchen wurden 10 µl Zellysat vorgelegt und 100 µl Galactolight 

Assay–Reaktionspuffer (Tropix) hinzupipettiert. Die Mischung wurde für 1 Std. bei RT in 

einem Meßröhrchen inkubiert und dieses zur Messung in das Luminometer gestellt. Durch 

automatische Injektion wurden 100 µl Light Emission Accelerator II (Tropix) zugegeben. Die 

Messung der Chemilumineszenz erfolgte nach 10 sec.. 

 

2.10. Immunhistologie 
Immunhistologische Untersuchungen wurden an Zellinien, an Paraffin-eingebettetem oder an 

schockgefrorenem, gefriergeschnittenem Gewebe durchgeführt.  

 

2.10.1. Vorbereitung der Gewebe und Zellen 

(a) Zellen aus Stimulationskinetiken 

Die immunhistologisch zu untersuchenden Zellen waren aufgrund ihres Wachstums an den 

Objektträgern nur locker adhärent. Nach Entfernen des Kulturmediums wurden die 
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Objektträger mit den Zellen kurz in einer Glasküvette mit PBS gespült. Danach wurden die 

Zellen für 1 std. in 4% Paraformaldehyd-Lösung fixiert. Nach kurzem Spülen mit PBS 

wurden sie direkt immunhistologisch untersucht oder in Aufbewahrungsmedium bei -20°C 

(bis zu drei Monate) gelagert. 

4% Paraformaldehyd-Lösung: in 0,1M PBS, 

     üN bei 60-63°C im Brutschrank depolymerisieren; 

Aufbewahrungsmedium:  42,8 g  Sucrose 

     0,33 g MgCl2 (6xH2O) 

     → in 250 ml PBS lösen 

     + 250 ml Glycerin, gut vermischen bis keine  

Phasentrennung mehr zu erkennen ist; 

 

(b) Schnitte vom Paraffin-eingebetteten Gewebe 

Das chirurgisch entnommene Gewebe wurde direkt in gepuffertes Formalin gegeben und in 

Paraffin eingebettet. Von den paraffin-eingebetteten Geweben wurden mit einem Mikrotom 

(Leica Jung RM 2045) 2 µm-Schnitte angefertigt, welche zuerst auf der Oberfläche eines 

kalten Wasserbades gesammelt wurden. Dann wurden sie auf Adhäsions-Objektträger 

(Histobond) aufgezogen, durch kurzes Eintauchen in ein 55°C-warmes Wasserbad geglättet 

und nach 2 min auf einer 55°C-warmen Heizplatte getrocknet. In dieser Form sind die 

Schnitte bei Raumtemperatur haltbar. 

 

(c) Gefrierschnitte vom schockgefrorenen Gewebe 

Gefrierschnitte wurden von Geweben angefertigt, die direkt nach ihrer operativen Entnahme 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und dann bei –80°C gelagert wurden. Die Gewebe 

wurden in einem Tropfen Leitungswasser auf einer Gewebehalterung festgefroren. Die 

Halterung wurde in ein Mikrotom mit Kühlkammer (Leitz, Kryostat 1720) eingespannt und 

dann 3 µm-Schnitte davon angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objektträger aufgezogen und 

durch kurzes Schwenken in Methanol fixiert. Danach wurden die Schnitte kurz luftgetrocknet 

und bei –20°C gelagert. 

 

2.10.2. HE-Färbung 

Zur genauen Bestimmung der Histologie der Schnitte und zur Charakterisierung der 

Zyklusphase des endometrialen Gewebes wurden von den Gewebeschnitten Hämalaun-Eosin-



2. Material und Methoden                                                                                                      37 

Färbungen angefertigt. Das Hämalaun bewirkte dabei eine Kernfärbung, das Eosin eine 

Färbung des Cytoplasmas.  

Die Schnitte wurden für mindestens 25 min. in Xylol entparaffinisiert und ihnen dann durch 

eine absteigende Alkoholreihe Wasser zugeführt [99% → 95% → 80% → Leitungswasser 

(LW)]. Nach 7 min. in Hämalaun-Lösung (nach Mayer) wurden die Schnitte mit LW gespült, 

in einem Differenzierungsbad (70%Ethanol : HCl-Ethanol  4:1) für 5 min. inkubiert, zweimal 

mit LW gespült und für 10 min. in LW „gebläut“. Nach 60 sec. Inkubation in Eosin-Lösung 

wurden die Schnitte mit LW gespült, und durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwässert. 

Sie wurden kurz in Karboxylol getaucht und dann bis zum Eindecken in Xylol gelagert. 

Abschließend wurden die gefärbten Schnitte mit dem wasserunlöslichen Eindeckmedium 

Eukitt (O. Kindler GmbH) unter einem Deckglas eingedeckt und ü.N. getrocknet. 

Eosin-Lösung: 1% Eosin (w/v) in abs. EtOH, Zugabe von wenigen Tropfen 96% 

Essigsäure (bis zur Klärung der Lösung) 

 

2.10.3. Immunhistochemische Färbung 

Die immunhistochemische Färbung wurde zum Nachweis von Proteinen in bestimmten 

Geweben oder Zellen durchgeführt. Dem Nachweissystem lag die LSAB-Methode (Labeled 

StrepAvidin-Biotin Staining) zugrunde. Hierbei wird ein Protein-spezifischer Primärantikörper 

durch einen Biotin-gekoppelten Sekundärantikörper gebunden, an den ein Streptavadin-

alkalische Phosphatase(AP)-Konjugat anlagert. Durch die Aktivität der alkalischen 

Phosphatase wird das Substrat Neufuchsin zu einem unlöslichen Farbstoff umgesetzt.  

Zum Nachweis von Steroidrezeptoren und Steroidrezeptorkoaktivatoren, sowie den Markern 

für Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose wurden die in Tabelle 2.1. aufgelisteten  

Primärantikörper verwendet. 

 

(a) von Schnitten aus paraffin-eingebettetem Gewebe 

Die Gewebeschnitte wurden für mind. 25 min. in Xylol entparaffinisiert und in einer 

absteigenden Alkoholreihe (je 2 min. 99%, 96%, 80%EtOH, 1xPBS) rehydriert. Da die 

Fixierung mit Formalin zu einer Maskierung der Antigene aufgrund intermolekularer 

Vernetzungen führen kann, wurde eine Antigendemaskierung im Mikrowellenofen 

durchgeführt. Hierbei wurden die Objektträger in ein Plastikküvette gestellt und diese 

vollständig mit Antigen-Demaskierungs-Puffer (antigene retrieval buffer, Biogenex) 

aufgefüllt. Die Küvetten wurden in eine halb mit Wasser gefüllte Plastikbox gestellt, deren 

Deckel Luftlöcher enthielt.  
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Antikörper Antigen Spezies Verdünnung Hersteller 

ER88 ERα Maus-anti-Human 1 : 80 BioGenex 

PR88 PR Maus-anti-Human 1 : 80 BioGenex 

sc-6820 ERβ Ziege-anti-Human 1 : 500 Santa Cruz Biotech

sc-6097 SRC-1 Ziege-anti-Human 1 : 800 Santa Cruz Biotech

sc-7217 AIB1 (RAC3) Ziege-anti-Human 1 : 800 Santa Cruz Biotech

sc-6976 TIF2 (GRIP1) Ziege-anti-Human 1 : 800 Santa Cruz Biotech

PC10 PCNA Maus-anti-Human 1 : 30 BioGenex 

S5 ki-67 Schaf-anti-Human 1 : 50 Biozol 

bcl-2(100) bcl-2 Maus-anti-Human 1 : 5 BioGenex 

A35-10 bcl-x Maus-anti-Human 1 : 200 DAKO 

BH1-3 bak Kaninchen-anti-Human 1 : 400 DAKO 

- Laktoferrin Kaninchen-anti-Human 1 : 10 DAKO 

M30 CK18 Maus-anti-Human 1 : 20 Roche 
Tabelle 2.1.: Die in den immunhistologischen Untersuchungen verwendeten Primärantikörper mit ihren 
Charakteristika. 
 

Es wurde 3x für 7 min. aufgekocht, wobei zwischendurch das verkochte Volumen durch 

Zugabe von dH2O aufgefüllt wurde. Danach wurden die Schnitte langsam abgekühlt. Die 

Objektträger wurden dann in eine Haltevorrichtung (coverplate casette) eingespannt. Nach 

Spülen mit PBS wurden 100 µl Primärantikörper-Verdünnung zugegeben und ü.N. bei 4°C 

inkubiert. Der weitere Nachweis wurde mit Hilfe des LSAB+-Kit, Alkalische 

Phosphatase/Neufuchsin (DAKO) durchgeführt, wobei die Methode aufgrund der 

Verwendung der Objektträgerkassette abgeändert wurde. Nach der Primärantikörper-

Inkubation wurde mit PBS gespült, 20 min. mit dem Brückenantikörper inkubiert, erneut mit 

PBS gespült, mit Streptavidin-AP-Konjugat für 20 min. inkubiert und wiederum mit PBS 

gespült. Danach wurden die Schnitte mit 100 µl 1M Levamisol-HCl (Serva) behandelt, um 

endogene AP-Aktivität zu inhibieren. Nach Spülung mit PBS wurden die Objektträger aus der 

Vorrichtung gelöst und in Feuchtkammern gelegt. Die Gewebe wurden nun mit Substrat-

Chromogen-Lösung (vorbereitet nach Anweisung des Herstellers) für 10 min. inkubiert, mit 

dH2O gespült und mit Hämalaun-Lösung gegengefärbt (s. 2.10.2.). Abschließend wurden die 

Gewebe mit dem wäßrigen Eindeckmedium Aquamount (verbessert, Gurr BDH) eingedeckt 

und ü.N. getrocknet. 
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(b) von Gefrierschnitten und kultivierten Zellen 

Die immunhistochemische Analyse von Gefrierschnitten und auf Objektträgern kultivierten 

Zellen wurde ebenfalls mit Hilfe des LSAB+ -Kit, AP/Neufuchsin (Dako) durchgeführt. Der 

Nachweis wurde in Feuchtkammern nach Anweisungen des Kit-Herstellers durchgeführt. Von 

dem Protokoll abgewichen wurde in drei Punkten: (1) Die Inkubation mit dem 

Primärantikörper fand [wie unter (a)] über Nacht bei 4°C statt; (2) Die Schnitte/Zellen wurde 

mit Levamisol behandelt [s. (a)]; (3) Gegenfärbung und Eindecken wurde wie unter (a) 

beschrieben durchgeführt. 

 

(c) Auswertung der immunhistochemischen Färbungen 

 In die Wertung der immunhistochemischen Färbung gingen zwei Faktoren ein: die 

Verbreitung und die Intensität der Färbung. Die Verbreitung der Färbung wurde durch 

Auszählen der positiven Zellen bestimmt. Hierbei wurden an drei verschiedenen Stellen der 

Schnitts je nach Größe des Präparats 100 oder 300 Zellen ausgezählt. Der prozentuale Anteil 

positiver Zellen (P) wurde folgendermaßen gewertet: 0% positive Zellen = 0; <50% positive 

Zellen = 1; >50% positive Zellen = 2 (Koshiyama, 1996). Die Intensität der Färbung (I) 

wurde subjektiv an drei verschiedenen Stellen des Präparates bestimmt und wie folgt 

gewertet: keine Färbung = 0; schwache Färbung = 1; mittelstarke bis starke Färbung = 2 

(Lessey, 1988; Göhring, 1993). Die Art des Signals (diffus, feingranulär oder punktförmig) 

wurde hier nicht gewertet. Für jedes Präparat wurde durch folgende Gleichung die 

Färbungsstärke (FS) bestimmt FSPräparat = P + I. Die durchschnittliche Färbung, als Ausdruck 

des Vorkommens des spezifisch nachgewiesenen Proteins, wurde für die einzelnen Phasen 

des menstruellen Zyklus durch folgende Gleichung bestimmt: FSPhase = Σ FSPräparat / Anzahl 

der Präparate. 

 

2.11. Mikroskopie 

2.11.1. Lichtmikroskopie 

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Axiophote-Mikroskop 

(Axioplane2, Zeiss) durchgeführt. Über eine 3CCD Color Video Kamera (Sony) mit 

Computeranschluß wurden in Adope Photoshop Software Fotodateien erstellt. Die Dateien 

stellten Vergrößerungen von 50-fach bis 1000-fach dar. 
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2.11.2. Elektronenmikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie 

Für die elektronen- und rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde die Endo-

metriumkarzinomzellinie RL-95-2 für 7 Tage mit E2 (10-8M) und RLX (10-6M) inkubiert. Die 

Elektronenmikroskopie der behandelten Zellen wurde in Zusammenarbeit mit Frau Dr. 

Staneva-Dobrowski, Institut für Neuroanatomie, Zentrum für Anatomie und Hirnforschung, 

Heinrich-Heine Universität Düsseldorf durchgeführt. Die rasterelektronenmikroskopischen 

Analysen wurden von Dr. Ivo Christov, Institut für experimentelle Morphologie, Bulgarische 

Akademie der Wissenschaften, Sofia (Bulgarien) durchgeführt.  

 

2.12. Statistik 

Die statistischen Auswertungen und Vergleiche von Meßdaten und klinischen Parametern 

wurden mit Hilfe der SPSS 10.0 durchgeführt.  

 Zur Bestimmung der Zusammenhänge zwischen zwei Reihen von nicht-normalverteilten 

Variablen wurde die Spearman Rangkorrelation verwendet. Der Korrelationskoeffizient hat 

einen Wert zwischen +1 und –1, wobei Werte nahe 1 einen starken und nahe 0 einen 

schwachen Zusammenhang bedeuten. Ist der Wert negativ bedeutet das einen gegenläufigen 

Zusammenhang.  

Während die Korrelationsrechnung die Stärke des Zusammenhangs zwischen zwei Variablen 

ermittelt, dient die Regressionsanalyse dazu, die Art des Zusammenhangs aufzudecken bzw. 

Möglichkeiten an die Hand zu geben, den Wert einer Variablen aus den Werten anderer 

Variablen vorherzusagen.  

Die Signifikanz einer Aussage wird durch die Irrtumwahrscheinlichkeit p ausgedrückt, wobei 

0  ≤ p ≤ 1 gilt. Nach einheitlichem Sprachgebrauch werden Aussagen, die mit einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit p ≤ 0,05 behaftet sind, als signifikant bezeichnet. Solche mit einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit p ≤ 0,01 heißen sehr signifikant und solche mit p ≤ 0,001 höchst 

signifikant.  
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3. Ergebnisse 
 
3.1 (Anti-)Östrogene Effekte auf die Expression von SRs und SRCs in 

Karzinomzellinien 
Als Hauptwirkmechanismus von Östrogenen gilt der Östrogenrezeptor-vermittelte Weg. 

Neben Genen, die ein ERE in ihrem Promoter enthalten, werden weitere Gene über andere 

regulatorische Elemente (z.B. AP-1-Elemente) oder über Protein-Protein-Interaktionen 

beeinflußt. Bei gemischten Antiöstrogenen spielt die Zusammensetzung der ER-

Transaktivierungsmaschinerie eine entscheidende Rolle hinsichtlich einer östrogenen oder 

antiöstrogenen Wirkung. Hierbei spielt die Rekrutierung der Koaktivatoren eine 

entscheidende Rolle. Für die Koaktivatoren AIB1 und SRC-1 sind diesbezüglich 

dosisabhängige Wirkungen auf die Transaktivierung beschrieben (Anzick, 1997; Onate, 

1995). Aufgrund dieser Dosisabhängigkeit wurde untersucht, in wie weit Tamoxifen und 

Raloxifen bzw. deren Derivate 4-Hydroxy-Tamoxifen und Raloxifen-Hydrochlorid einen 

Einfluß auf die Expression einzelner Komponenten der ER-Transaktivierungsmaschinerie, 

nämlich ERα, ERβ, sowie der Koaktivatoren SRC-1, AIB1 und TIF2, und somit auf einen 

östrogenen oder antiöstrogenen Wirkmechanismus haben. Anhand der Expression des 

Progesteronrezeptors wurde eine Wirkung der Antiöstrogene auf ein östrogenreguliertes Gen 

untersucht. 

 

3.1.1 Etablierung der quantitativen RT-PCR 
Zur relativen Quantifizierung der RNA-Kopien der Zielgene und somit deren 

Expressionshöhe dient die quantitative RT-PCR (Niederacher, 1999b). Die Grundlage der 

Quantifizierung stellte die s.g. Multiplex-PCR dar, bei der ein Zielgen und ein Referenzgen in 

einer Reaktion koamplifiziert werden. Als Referenzgen wurde hierbei β-Actin verwendet 

(Kalkhoven, 1998). Die reverse Transkription wurde nach einem Standardprotokoll 

durchgeführt. Bei der folgenden Quantifizierung der PCR-Produkte mit Hilfe eines A.L.F. 

DNA Sequenzierers wurden die Signale der in der Reaktion amplifizierten Sequenzen 

nebeneinander detektiert. Da die Signale, und somit auch die damit verbundene Endmenge 

des Amplifikates, dabei in einem bestimmten Größen- bzw. Detektionsbereich liegen müssen, 

können zu große Expressionsunterschiede, also zu unterschiedliche Mengen an template-

cDNA, dadurch ausgeglichen werden, daß bei der PCR-Reaktion ein Primerpaar zu einem 

späteren Zeitpunkt zugegeben wird und dieses somit mit einer geringeren Zyklenzahl 

amplifiziert wird, als das andere in der Reaktion eingesetzte Primerpaar. Dieses Vorgehen 
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wurde nach der primer dropping–Methode (Wong, 1994) durchgeführt. Die Kinetik der PCR-

Reaktion und die davon abhängende Quantität des PCR-Produktes durfte hierbei lediglich 

durch die Anzahl der Kopien des Ziel-Gens vor der Reaktion limitiert sein, nicht aber durch 

andere Reaktionsparameter. Die Reaktionsbedingungen mußten daher für die PCR jedes Ziel-

Gens so optimiert werden, daß sie die Reaktion in keiner Weise beeinflußten.  

Die Optimierung der PCR-Reaktion wurde für die Expressionsmessung von ERα, ERβ, PR, 

SRC-1, TIF2 und AIB1 durchgeführt. Hierfür wurde mRNA der Mammakarzinomzellinie 

MCF7 verwendet. Der Ablauf der Optimierung wird im Folgenden exemplarisch für die 

Expressionsmessung von ERα verdeutlicht. 

 

(1) Konstruktion der Primer 

A. Östrogenrezeptor α (nach Greene, 1986/ Acc.Nr. M12674) 

Die Primer wurden in Exon 4 und Exon 6 gelegt. Durch diese spezielle Lage kann eine 

Deletion des Exon 5 durch das Auftreten einer verkürzten Bande nachgewiesen werden. 

Zusätzlich konnte so die Qualität der Exon 5-Deletionsvariante mit der der Wildtyp-Sequenz 

in diesem Bereich direkt verglichen werden. 

 

B. Östrogenrezeptor β (nach Mosselmann; 1996/ AccNr. X99101) 

Die Primer für die ERβ-Quantifizierung wurden in die F-Domäne gelegt, da hier der 

Unterschied zum ERα und somit die Spezifität am größten ist. Nach Moore et al. (1998) 

treten neben der Wildtypsequenz in diesem Bereich verschiedene variante Sequenzen auf. Die 

durch das gegebene Primerpaar amplifizierte Sequenz tritt nur in der von Mosselman et al. 

(1996) beschriebenen Sequenz (nach Moore: ERβ1) auf. Aufgrund unterschiedlicher 

Einbeziehung der Varianten können Unterschiede der Quantitäten zu Meßergebnissen anderer 

Arbeitsgruppen auftreten. 

 

C. Progesteronrezeptor (Misrahi, 1987/ Acc.Nr. M15716) 

Die PR-spezifischen Primer wurden so gelegt, daß die Gesamtexpression der mRNAs der 

Varianten PR-A und PR-B bestimmt wurde. 

 

D. amplified in breast cancer (Anzick, 1997/ Acc. Nr. AF012108) 

Durch das AIB1-spezifische Primerpaar wurde ein Sequenzbereich aus der Serin- und 

Threonin-reichen Region amplifiziert, der die Rezeptorinteraktionsdomäne I,  das erste 
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LLXXL-Motiv, enthält. Dieses Motiv ist für die Verstärkung der ER-vermittelten 

Transaktivierung von besonderer Bedeutung (Heery, 1997). 

 

E. steroid receptor coactivator-1 (nach Kalkhoven, 1998/ Acc.Nr. AJ000881 und AJ000882) 

Die Primer für die SRC-1-Bestimmungen lagen C-terminal und wurden von Hayashi et al. 

(1997) konstruiert, um die funktionell unterschiedlichen SRC-1-Spleißvarianten a und e 

unterscheiden zu können.  

 

F. transcriptional intermediary factor (nach Voegel, 1996/ Acc.Nr. X97674) 

Die TIF2-Primer wurden in einen Bereich mit nur geringer Homologie zu den Sequenzen der 

anderen SRCs, AIB1 und SRC-1, gelegt. Der amplifizierte Bereich beginnt 5´-wärts in der 

PAS-Domäne B und verläuft weiter in einen Bereich ohne bisher bekannte Funktionalität. 

 

Name Primersequenz (5´-> 3´) Position Größe (bp) 
β-Actin-5´ Cy5-ATTTGCGGTGGACGATGGAG 1193-1174 446 
β-Actin-3´ AGAGATGGCCACGGCTGCTT 748-767  
β-Actin 321-A GAAGTCCAGGGCGACGTAGCAC 742-721 321 
β-Actin 321-S Cy5-AGGCCAACCGCGAGAAGATGACC 411-433  
AIB1-rev GTCACTGAGGTGATCTCTGC 1966-1985 169 
AIB1-uni2 Cy5-TACTCTGTCATCACCAGGCC 1817-1836  
ERα-5´ Cy5-GGAGACATGAGAGCTGCCAAC 1142-1162 250 
ERα-3´ CCAGCAGCATGTCGAAGATC 1561-1580  
ERβ-uni TGCTTTGGTTTGGGTGATTGC 1164-1184 259 
ERβ-rev Cy5-TTTGCTTTTACTGTCCTCTGC 1402-1422  
GAPDH-195-A CAAAGTTGTCATGGATGACC 565-546 195 
GAPDH-195-S Cy5-CCATGGAGAAGGCTGGGG 371-388  
γ-IFN-5´ Cy5-AGTGATGGCTGAACTGTCGC 4647-4666 85 
γ-IFN-3´ CTGGGATGCTCTTCGACCT 4731-4713  
PgR-5´ AAAGTGCTGTCAGGCTGGC 2050-2068 222 
PgR-3´ Cy5-ATCACATCTGGTTCAATGCTC 2271-2251  
SRC1-S2 Cy5-CTCTCATCCACTGACCTTCTC 4312-4332 274 (1e) 
SRC1-A TTGTTATTCAGTCAGTAGCTG 4564-4585(1e) 217 (1a) 

 4510-4528(1a)  
TIF2-5´ Cy5-GTATTCAGAAGTTCCATGCGC 1070-1090 262 
TIF2-3´ GTTTGTCCAGTCAGATCCGG 1312-1331  

Tabelle 3.1.: Namen, Sequenzen, Positionen und Größen der Amplifikationsprodukte für die bei der 
quantitativen RT-PCR bzw. bei der quantitativen differentiellen PCR eingesetzten Primerpaare. 
 

Die Korrektheit der durch die jeweiligen Primerpaare amplifizierten Sequenzen wurde durch 

Sequenzierung des Amplifikates bestimmt. Bei allen Primerpaaren wurde die gewünschte 

Sequenz als einziges PCR-Produkt detektiert. 
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(2) Zyklenzahl 

Die Anzahl der Zyklen, die die PCR durchlaufen soll, muß so gewählt sein, daß sie bei 

logarithmischer Auftragung im linearen Bereich liegt. In diesem Bereich ist die Kinetik der 

Reaktion so, daß von der Anzahl der Kopien am Ende der Reaktion auf die Anzahl der 

Kopien vor der Reaktion geschlossen werden kann. 

 

(3) Primerkonzentration 

Die Menge an Primern, die der Reaktion zugefügt sind, darf nicht zu gering sein, da hierdurch 

die Reaktion limitiert werden würde. Bei zu großer Primermenge würde es zu unspezifischen 

Bindungen und fehlerhafter Amplifikation kommen und die Primer sich gegenseitig bei der 

Bindung behindern.  

Abb.3.1.: Abhängigkeit der PCR-Produktmenge von der Primermenge. Die Primermenge (x-Achse) ist gegen die 
Signalfläche (y-Achse) aufgetragen. Im Bereich 25 bis 40 pmol ist die Menge gebildeten PCR-Produkts 
unabhängig von der eingesetzten Primermenge. 
 

(4) dNTP-Menge 

Eine zu geringe Konzentration an Nukleotiden inhibiert die Reaktion und eine zu große würde 

zu häufigen Fehlpaarungen führen und so die Reaktion wiederum inhibieren. 
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(5) template-Menge 

Die Menge an eingesetzter template-DNA muß so gewählt sein, daß eine Amplifizierung der 

Zielsequenz im gegebenen Volumen gut möglich ist. 

 

(6) annealing-Temperatur 

Die annealing-Temperatur muß so gewählt sein, daß alle Primer spezifisch binden. Die 

annealing-Temperatur kann von vornherein bei der Konstruktion der Primer für alle Primer in 

den gleichen Bereich gelegt werden (hier : 58°C). 

 

(7) Enzym-Menge 

Eine zu geringe Enzymmenge würde die Linearität des Reaktionsablaufes verhindern, da ab 

einer bestimmten Menge an template –Sequenzen das Limit der Reaktionskinetik erreicht ist 

und nicht mehr jedes template weiteramplifiziert würde. Eine zu große Menge an Taq-

Polymerase würde zu unspezifischen Reaktionen führen, die ebenfalls die Kinetik der 

Reaktion negativ beeinflußen würden. 

 

(8) Optimierte PCR-Bedingungen 

Durch die Optimierung ergaben sich für die einzelnen Zielgene folgende PCR-Ansätze und –

bedingungen (Bei den Zyklenzahlen gibt die erste Zahl die Zyklen des Zielgens und die 

zweite die Zyklen des Referenzgens an.):  
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Zielgen PCR-Ansatz PCR-Bedingungen 

 

Östrogenrezeptor αααα 

 
150 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 30 pmol ERα-Primer 
je 25 pmol β-Actin-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
       1x   10 min.     94°C 
35/27x   45 sec.      94°C 
                1 min.     58°C 
                1 min.     72°C 
        1x    8 min.     72°C 

 

Östrogenrezeptor ββββ 

 
150 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 35 pmol ERβ-Primer 
je 20 pmol β-Actin-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
       1x   10 min.     94°C 
40/27x     1 min.     94°C 
                1 min.     58°C 
                1 min.     72°C 
        1x    8 min.     72°C 

 

Progesteronrezeptor 

 
150 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 30 pmol PR-Primer 
je 30 pmol β-Actin-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
       1x   10 min.     94°C 
32/27x   45  sec.     94°C 
                1 min.     58°C 
                1 min.     72°C 
        1x    8 min.     72°C 

 

SRC-1 

 

 

 

 
150 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 35 pmol SRC-1-Primer 
je 30 pmol β-Actin-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
       1x   10 min.     94°C 
34/27x     1 min.     94°C 
                1 min.     58°C 
                1m.30s.  72°C 
        1x    8 min.     72°C 

 

TIF2 

 
150 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 30 pmol TIF2-Primer 
je 30 pmol β-Actin-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
       1x   10 min.     94°C 
    29x    45 sec.      94°C 
                1 min.     58°C 
                1m.15s.  72°C 
        1x    8 min.     72°C 

 

AIB1 

 
150 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 30 pmol AIB1-Primer 
je 20 pmol β-Actin-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
       1x   10 min.     94°C 
     32x     1 min.     94°C 
                1 min.     58°C 
                1 min.     72°C 
        1x    8 min.     72°C 

Tabelle 3.2.: Optimierte PCR-Bedingungen für die quantitative Bestimmung mittels pRT-PCR. 
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3.1.2 Expressionskinetiken in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa 
Zur Bestimmung der Effekte von (Anti-)Östrogenen auf die Expression von Steroidrezeptoren 

und Steroidrezeptor-Koaktivatoren in Endometriumkarzinomen wurden die Expressionshöhen 

in der EC-Zellinie Ishikawa unter hormonellem Einfluß untersucht. Die relativen 

Expressionswerte (RE) wurden nach 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden Inkubation mit E2 (10-8 M), 

TAM, OHT, RLX und RLX-HCl (jeweils 10-6 M) bestimmt. Über Expressionsveränderungen 

sollten die Verhältnisse (REV) zwischen den REs der behandelten und der nicht-behandelten 

Proben Aufschluß geben : REV = REbehandelt  / REunbehandelt.  Als Veränderung der Expression 

wurden REVs eingestuft, die um die 2-fache Standardabweichung des RE der unbehandelten 

Kontrollprobe zum jeweiligen Zeitpunkt abwichen. REVs innerhalb eines 

Schwankungsintervalls von 1 ± (2xSA) stellten keine Veränderung dar. 

In den folgenden Tabellen (Tab. 3.3 bis 3.22) werden REVs, die um die 2- bis 4-fache 

Standardabweichung über- oder unterschreiten, gelb gekennzeichnet. Bei größerer 

Abweichung als der 4-fachen Standardabweichung sind die REVs  rot hervorgehoben.  

 

(A) Progesteronrezeptor 

Durch die Bestimmung der PR-Expression sollte die hormonelle Stimulation eines östrogen-

responsiven Gens aufgezeigt werden. Die Kontrollexpressionswerte des nicht-inkubierten 

Ansatzes wurden als „1“ definiert. Die Standardabweichung war 0,15. Es ergaben sich 

folgende Expressionsverhältnisse  (Tab.3.3.): 

 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,84 1,21 0,95 1,11 1,05 

8 1,00 1,11 0,94 1,22 1,17 

12 1,33 1,06 0,94 1,17 1,00 

24 1,23 1,23 1,14 1,14 0,86 

48 1,46 1,08 1,08 1,00 0,92 

Tabelle 3.3.: Die Verhältnisse (REV) der Expressionen des Progesteronrezeptors in der 
Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa zu unterschiedlichen Zeitpunkten (in std.) zwischen (anti-)östrogen 
behandelten und unbehandelten Zellen. 
 

Es zeigt sich eine schwache Stimulation der PR-Expression durch E2 nach 12 und 24 Stunden 

Inkubationsdauer (Abb.3.2a). Die Antiöstrogene TAM und OHT (Abb.3.2b/c), sowie RLX 

und RLX-HCl (Abb.3.2d/e) bewirken keine Unterschiede von der Expressionen in den 

Kontrollproben. 
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bb. 3.2. (a) – (e) : Expressionskinetiken der Steroidrezeptoren ERα (-�-), ERα∆Exon5 (-�-), ERβ (-�-) und 
R (-�-) in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa unter Inkubation mit (a) E2, (b) TAM, (c) OHT, (d) 
LX und (e) RLX-HCl.  
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bb.3.3.(a)-(e): Expressionskinetiken der Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1 (-�-), SRC-1e (-�-) und SRC-1a 
�-) in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa unter Inkubation mit (a) E2, (b) TAM, (c) OHT, (d) RLX 
nd (e) RLX-HCl.  
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(B) Östrogenrezeptor αααα 

Der Östrogenrezeptor α ist von beiden ER-Subtypen der im Endometrium stärker exprimierte 

(Matsuzaki, 1999). Die Standardabweichung der ERα-Meßreihe (Tab.3.4.) lag bei 0,12. 

Somit wurden REVs größer 1,24 und kleiner als 0,76 als Expressionsveränderung eingestuft. 

 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,97 0,78 1,16 1,09 1,12 

8 0,89 0,84 0,87 0,85 1,06 

12 0,78 0,89 0,97 0,93 1,02 

24 0,88 0,83 0,99 1,03 1,03 

48 0,97 0,88 0,83 1,00 0,99 

Tabelle 3.4.: Die Verhältnisse (REV) der Expressionen des Östrogenrezeptor α in der Endometrium-
karzinomzellinie Ishikawa zu unterschiedlichen Zeitpunkten (in Std.) zwischen (anti-)östrogen behandelten und 
unbehandelten Zellen. 
 

Bei keiner der Kinetiken zeigt sich eine Beeinflussung der ERα-Expression durch Inkubation 

mit (Anti-)Hormonen. Bei den Behandlungen mit E2 und TAM zeigt sich lediglich jeweils 

eine leicht Tendenz zur Inhibition der Expression (Abb.3.2a/b). 

Durch die spezielle Lage der Primer (in den Exons 4 und 6) wurde die Expression der Exon5-

Deletionsvariante gesondert detektiert. Aufgrund der veränderten Aktivität dieser Varianten, 

könnte eine Veränderung des Verhältnisses zwischen den Mengen der Wildtyp-RNA und der 

Exon5-Spleißvariante auf eine Steigerung des karzinogenen Potentials hinweisen (Fujimoto, 

1997b). Die Standardabweichung der ERα∆Ex5-Spleißvarianten-Meßreihe (Tab.3.5.) war 

±0,13. REVs niedriger als 0,74 und größer als 1,26 wurden als Beeinflußung des 

Expressionslevels gewertet. 

 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,97 0,86 1,21 1,00 1,24 

8 1,00 1,06 1,06 0,97 1,00 

12 0,97 1,06 0,99 1,03 1,06 

24 0,97 1,02 0,97 1,06 1,02 

48 1,16 0,94 1,00 1,10 0,90 

Tabelle 3.5.: Die Verhältnisse (REV) der Expressionen der Exon 5-Spleißvariante des Östrogenrezeptors in der 
Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa zu unterschiedlichen Zeitpunkten (in Std.) zwischen (anti-)östrogen 
behandelten und unbehandelten Zellen. 
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Aus den Messungen ergab sich, daß die Inkubation mit (Anti-)Östrogenen keinen Einfluß auf 

die Expression der ERα-Exon5-Spleißvariante hat (Abb.3.2a-e). Das Verhältnis zwischen der 

Expression des ERα-Wildtyp zu der der ERα-Exon5-Spleißvariante (Qwt/∆Ex.5 = RE[ERα-wt]/ 

RE[ERα ∆Exon5]) zeigte sich hierbei  konstant gegenüber dem Verhältnis in den nicht-

behandelten Kontrollproben.  
 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,00 0,91 0,96 1,00 0,90 

8 0,89 0,79 0,82 0,88 1,06 

12 0,80 0,84 0,98 0,90 0,96 

24 0,91 0,81 1,02 0,97 1,01 

48 0,84 0,94 0,83 0,91 1,10 

Tabelle 3.6.: Quotienten der relativen Expressionen (RE) von ERα und der ERα-Exon5-Deletionsvariante  in der 
Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa im zeitlichen Verlauf (in Std.) nach Inkubation mit (Anti-) Östrogenen.  
 

Für den Quotient der REs konnte bei allen Inkubationsreihen kein hormoneller Einfluß 

aufgezeigt werden (Tab.3.6.). In der Meßreihe mit nicht-behandelten Ishikawa-Zellen zeigte 

sich ein durchschnittlicher Quotient von ERα-wt/ERα∆Exon5-Variante von 2,36. Dieses 

bedeutet, daß der ERα-Wildtyp etwa doppelt so hoch exprimiert wird, wie seine Exon5-

Spleißvariante und sich dieses Verhältnis nicht durch (Anti-)Östrogene beeinflussen läßt. 
 

(C) Östrogenrezeptor ββββ 

Der Östrogenrezeptor β ist allgemein im Endometrium nur schwach exprimiert (Matsutsaki, 

1999). Hierdurch würde einer Veränderung der Expression, die durch (Anti-)Östrogene 

hervorgerufen wird, eine besondere Bedeutung im Gleichgewicht zwischen den beiden ER-

Subtypen und bei der gewebespezifischen Antwort auf (Anti-)Östrogene zukommen. Die 

Standardabweichung der ERβ-Meßreihe (Tab.3.7.) lag bei ±0,23, der Schwankungsbereich 

zwischen 0,54 und 1,46. 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,53 2,13 2,53 2,33 3,07 

8 2,40 3,04 4,02 1,24 1,56 

12 1,28 0,62 1,22 1,68 1,72 

24 0,93 0,58 0,98 1,42 1,80 

48 1,36 1,43 1,18 1,76 1,16 

Tabelle 3.7.: Verhältnisse der Expressionen (REVs) des Östrogenrezeptor β in der Endometriumkarzinomzellinie 
Ishikawa nach unterschiedlicher Dauer (in Std.) der Inkubation mit (Anti-)Östrogenen.  
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Durch alle fünf Substanzen wurde die Expression des ERβ nach 4 Stunden stimuliert. Hierbei 

zeigt sich für  TAM und OHT (Abb.3.2b/c) ein ähnlicher Stimulationsverlauf, wie für E2 

(Abb.3.2a), nämlich ein früher stimulativer Effekt (nach 4 und 8 Stunden), der nach 12 

Stunden auf den Basallevel zurückgeht. Bei Inkubation mit TAM wird die Stimulationsphase 

sogar von einer tendenziellen Inhibitionsphase gefolgt. RLX und RLX-HCl (Abb.3.2.d/e) 

zeigen ebenfalls die Stimulation der Expression nach 4 Stunden, wie bei der E2-Inkubation, 

wobei der Expressionslevel im weiteren Zeitverlauf wieder absinkt, aber nach 12, 24 und 48 

Stunden auf einem leicht erhöhten Niveau verbleibt. Die ERβ-Expression wurde sowohl 

durch E2 also auch die Antiöstrogene TAM und OHT, sowie die SERMs RLX und RLX-HCl 

stimuliert. Auffallend war hierbei die unterschiedliche Dauer der stimulativen Effekte und die 

zeitliche Begrenzung der Expressionserhöhungen. 

 

(D) AIB1 

AIB1 ist ein ubiquitär exprimierter Koaktivator von Steroidrezeptoren. Zwischen einzelnen 

Geweben liegen unterschiedliche Expressionsstärken. Eine Überexpression von AIB1 wurde 

in Ovarial- und Mammakarzinomen nachgewiesen, was auf ein karzinogenes Potential 

hinweisen könnte (Anzick, 1997). Die Regulationsmechanismen der AIB1-Expression sind 

dennoch bisher unklar. Ein möglicher Einfluß von (Anti-)Östrogenen auf die AIB1-

Expression soll hier analysiert werden. Die Standardabweichung der AIB1-Meßreihe 

(Tab.3.8.) war ± 0,20 und das Schwankungsintervall somit 0,60 – 1,40. 

 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,96 1,19 0,93 1,04 1,17 

8 0,97 0,92 0,83 1,12 0,85 

12 0,85 0,93 0,81 1,06 0,98 

24 1,12 1,05 0,92 0,98 0,83 

48 0,97 0,85 0,71 0,87 0,65 
Tabelle 3.8.: REVs des Steroidrezeptor-Koaktivators AIB1 in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa nach 
unterschiedlicher Dauer (in Std.) der Inkubation mit (Anti-)Östrogenen.  
 

Keiner der gemessenen REVs lag außerhalb des Schwankungsbereichs der doppelten 

Standardabweichung. Dieses zeigt, daß die AIB1-Expression in der Endometriumkarzinom-

Zellinie Ishikawa durch (Anti-)Östrogene nicht beeinflußt wurde (Abb. 3.3a-e). 
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(E) SRC-1 

SRC-1 ist ebenfalls ein ubiquitär exprimierter Koaktivator (Onate, 1995). Er dient als 

Koaktivator verschiedener Transaktivierungsmechanismen und aufgrund seiner begrenzten 

Verfügbarkeit limitiert er die Aktivität der miteinander konkurrierenden Transaktivatoren 

(Onate, 1995). Eine Regulation der SRC-1-Expression durch (Anti-)Östrogene würde also die 

Stärke der Transaktivierung durch Steroidrezeptoren und andere Transaktivatoren durch 

verstärkte oder verminderte Verfügbarkeit beeinflußen. Die Primer für die 

Expressionsmessung waren dabei so konstruiert worden, daß sie eine Unterscheidung der 

beiden, funktionell unterschiedlichen Spleißvarianten SRC-1a und SRC-1e ermöglichten. Die 

Standardabweichung dieser Meßreihe war ± 0,27 für SRC-1e-Signale (Tab.3.10.) und ± 0,29 

für die SRC-1a-Signale (Tab.3.9.). Die Intervalle nicht beeinflußter Expressionswerte lagen 

bei 0,46 und 1,54 für SRC-1e und 0,42 und 1,58 bei SRC-1a. 

 

SRC-1a E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,24 1,10 0,86 0,90 1,17 

8 1,04 1,57 1,00 0,96 1,08 

12 1,00 1,04 0,96 1,00 1,35 

24 1,00 1,04 0,88 1,04 1,64 

48 1,07 1,21 0,79 1,07 0,93 
Tabelle 3.9.: REVs der SRC-1-Spleißvariante 1a in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa nach unter-
schiedlicher Dauer der Inkubation mit (Anti-)Östrogenen (in Std.).  
 

Durch RLX-HCl wurde die Expression von SRC-1a nach 24 Stunden leicht um das 1,6-fache 

stimuliert, wobei die Expressionhöhe nach 48 Stunden wieder auf den basalen Wert absank 

(Abb.3.3e). Raloxifen hatte hingegen keinen Effekt auf die SRC-1a-Expression. Bei 

Inkubation mit TAM zeigte sich eine Tendenz zur Stimulation nach 8 Stunden. Die unter 

OHT-Inkubation gemessenen REVs lagen dagegen tendenziell niedriger als die nicht-

stimulierten Kontrollwerte (Abb.3.3b/c). 17β-Östradiol beeinflußte die SRC-1a-Expression 

nicht (Abb.3.3a). 
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SRC-1e E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,20 1,00 0,95 1,05 1,10 

8 1,16 1,06 1,03 1,35 1,00 

12 1,00 0,95 0,90 1,71 1,29 

24 1,04 1,11 1,00 0,92 1,04 

48 0,83 1,25 1,25 0,75 1,33 
Tabelle 3.10.: Relative Expressionswerte (REVs) der SRC-1-Spleißvariante 1e in der Endometriumkarzinom-
zellinie Ishikawa nach unterschiedlicher Dauer der Inkubation mit (Anti-)Östrogenen (in Std.).  
 

Während E2, TAM, OHT und RLX-HCl keinen Effekt auf die SRC-1e-Expression zeigten, 

erhöht sich diese nach 12-stündiger Behandlung der Ishikawa-Zellen mit RLX leicht um das 

1,7-fache (Abb.3.3d). Bei Behandlung mit RLX-HCl zeigte sich ebenfalls eine schwache 

stimulative Tendenz (Abb.3.3e). 

Das Verhältnis zwischen den beiden Varianten kann ausschlaggebend dafür sein, welcher 

Effekt durch den SRC-1-Expressionslevel vermittelt wird. Ein verändertes Gleichgewicht 

zwischen den beiden Varianten führt zu einem veränderten Effekt z.B. auf die Aktivität der 

Steroidrezeptoren. Der durchschnittliche Quotient der relativen Expressionen RE(SRC-

1e)/RE(SRC-1a) lag bei 0,92, beide Varianten werden also in Ishikawa-Zellen in etwa 

gleichstark exprimiert (Tab.3.11.). 

 

SRC-1e/1a E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,97 0,91 1,10 1,17 0,94 

8 1,11 0,67 1,03 1,41 0,93 

12 1,00 0,91 0,94 1,71 0,96 

24 1,04 1,07 1,14 0,88 0,63 

48 0,78 1,03 1,52 0,70 1,43 
Tabelle 3.11.: Quotienten der relative Expressionswerte (REs) der Spleißvarianten SRC-1e und SRC-1a  in der 
Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa im zeitlichen Verlauf (in Std.) nach Inkubation mit (Anti-) Östrogenen. 
 

Nach Kalkhoven et al. (1998) variiert das SRC1e:SRC1a-Verhältnis in unterschiedlichen 

Karzinomzellinien stark, wobei das Verhältnis in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa 

mit 1,11 mit unseren Messungen in etwa übereinstimmte. Es zeigte sich, daß keine der beiden 

Koaktivator-Varianten durch die (anti-)hormonelle Behandlung bevorzugt exprimiert wurde. 

Wenn eine Variante leicht erhöht exprimiert wurde, behielt die andere jeweils den basalen 

Expressionslevel bei. Eine unterschiedliche Regulation der beiden SRC-1-Varianten ist eher 

unwahrscheinlich. 



3. Ergebnisse                                                                                                                           55 

(F) TIF2 

In der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa konnte ein TIF2-Signal detektiert werden. 

Unter hormoneller Stimulation, sowie bei den nicht-stimulierten Kontrollproben schwankten 

die Expressionswerte aber so stark, daß keine Interpretation möglich war. 

 

3.1.3. Expressionskinetiken in der Mammakarzinomzellinie MCF7 
Die hormonresponsive Mammakarzinomzellinie MCF7 (Levenson, 1997) wurde in der selben 

Weise mit E2, TAM, OHT, RLX und RLX-HCl behandelt, wie die EC-Zellinie Ishikawa. 

Auch die RNA-Isolation, die reverse Transkription und die Expressionsmessungen wurden 

nach denselben Methodiken durchgeführt. Es sollten mögliche regulatorische Effekte der 

(Anti-)Östrogene und Unterschiede dieser zu den in der Endometriumkarzinom-Zellinie 

Ishikawa beobachteten Effekte untersucht werden. 

 

(A) Progesteronrezeptor 

Auch in dieser Expressionskinetik sollte der Progesteronrezeptor als Beispiel für östrogen-

stimulierte Genexpression dienen. Die Standardabweichung war ± 0,26 und somit ging das 

Intervall unveränderter Expression von 0,48 bis 1,52 (Tab.3.12.). 

 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 8,0 3,0 3,0 2,0 1,5 

8 9,5 5,5 2,5 1,0 2,0 

12 12,0 2,5 2,0 2,0 1,5 

24 5,5 1,0 1,0 1,5 1,0 

48 1,5 0,5 0,5 1,0 1,0 
Tabelle 3.12.: REVs des PR-Progesteronrezeptors im zeitlichen Verlauf (in Std.) bei Inkubation mit (Anti-) 
Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 

Die Expression des Progesteronrezeptor wurde in MCF7-Zellen durch Inkubation mit 10-8M 

E2 um bis zum 12-fachen der basalen Expression erhöht (Abb.3.4a). Die Expression zeigte 

schon nach 4 Stunden eine deutliche Erhöhung, erreichte nach 12 Stunden den höchsten Wert 

und ging nach 48 Stunden auf annähernd den basalen Expressionswert zurück.  

Inkubation mit TAM und OHT stimulierte ebenfalls deutlich die PR-Expression, wenn auch 

in geringerem Maße (bis zu 5,5- bzw. 3-fach) (Abb.3.4b/c). Es zeigte sich, wie bei E2, ein 

stimulativer Effekt nach 4 und 8 Stunden, der mit steigender Inkubationsdauer absank. Nach 

48 Stunden Inkubation unterschritt der PR-Expressionslevel den basalen Expressionswert. 
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Abb.3.4.(a) - (e): Expressionskinetiken der Steroidrezeptoren ERα (-�-), ERα∆Exon5 (-�-), ERβ (-�-) und PR (-
�-) in der Mammakarzinomzellinie MCF7 unter Inkubation mit (a) E2, (b) TAM, (c) OHT, (d) RLX und (e) 
RLX-HCl.  
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Bei Inkubation mit RLX und RLX-HCl war ebenfalls eine Stimulation der PR-Expression zu 

beobachten, die aber wesentlich geringer war als bei E2- und TAM- bzw. OHT-Inkubation 

(bis zu 2-fach) (Abb.3.4d/e). Die PR-Expression ist nach 4 bis 12 Stunden erhöht und sinkt 

dann auf den Level der nicht-behandelten Kontrollprobe ab. Für TAM und OHT ist ein 

deutliches östrogenes Potential aufgezeigt worden, daß bei RLX und RLX-HCl zwar ebenfalls 

zu beobachten ist, aber wesentlich schwächer (18% bzw. 36 % der Tamoxifen-Stimulation 

nach 8 std.) ausfiel. 

Um die Bedeutung der östrogenen Effekte genauer zu bestimmen, wurden MCF7-Zellen mit 

E2 und TAM, RLX oder RLX-HCl koinkubiert (Tab.3.13.). Hierdurch sollte verdeutlicht 

werden, ob sich das östrogene Potential der Antiöstrogene synergistisch zu dem des Östradiol 

bezüglich der Stärke der Transaktivierung addiert oder, ob in diesem Verhältnis das 

agonistische Potential von E2 durch die antiöstrogenen Wirkmechanismen blockiert wird. 

 

 E2 E2 + TAM E2 + RLX E2 + RLX-HCl 

4 8 4 2,5 2,5 

8 9 4,5 3 2 

12 12 4,3 2,7 2,3 

24 5,5 4,5 3 3,5 

48 1,5 3,5 2,5 3 

Tab. 3.13.: Verhältnisse der relativen Expressionswerte des Progesteronrezeptors bei Inkubation mit Östradiol 
alleine oder in Kombination mit TAM, RLX oder RLX-HCl zu verschiedenen Zeitpunkten (in Std.) in MCF7-
Zellen. 
 

Durch den Zusatz von TAM, RLX oder RLX-HCl wurde der stimulative Effekt von E2 

deutlich abgeschwächt. Besonders die Expressionssteigerung nach 4 bis 12 Stunden wird um 

die Hälfte reduziert. Dieses zeigt deutlich, daß der primäre Effekt der Antiöstrogene eine 

Blockade des agonistischen Effekts von E2 ist. Das eigene östrogene Potential der 

Antiöstrogene ist von sekundärer Bedeutung und dem antiöstrogenen Wirkmechanismus 

untergeordnet. 
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Abb. 3.5.: Expressionskinetiken (in std.) des Progesteronrezeptors in der Mammakarzinomzellinie MCF7 bei 
Koinkubation mit E2 (-�-), E2+TAM (-�-), E2+RLX (-�-) und E2+RLX-HCl (-�-). 
 

(B) Östrogenrezeptor αααα 

Die Expression des ERα in den MCF7-Zellen wurde durch die (Anti-)Östrogene wie folgt 

beeinflußt (Tab.3.14). Bei einer SA von ± 0,21 ergibt sich ein Schwankungsintervall von 0,58 

bis 1,42.  

 
 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,83 1,01 1,1 1,15 1,18 

8 0,71 1,18 1,2 1,08 1,3 

12 0,85 1,21 1,21 1,24 1,2 

24 0,88 1,29 1,2 1,41 1,09 

48 0,86 1,24 1,18 1,24 1,09 
Tabelle 3.14.: Relative Expressionswerte des Östrogenrezeptor α  im zeitlichen Verlauf (in Std.) unter Einfluß 
von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 

Die ERα-Expression wurde nicht direkt durch die (Anti-)Östrogene reguliert (Abb.3.4a-e). 

Bei Inkubation der Zellen mit E2 war eine Tendenz zur Hemmung der Expression zu 

erkennen, während sich unter Inkubation mit den vier Antiöstrogenen eher eine Tendenz zur 

Expressionssteigerung andeutet.  

Wiederum wurde neben der Expression der Wildtyp-RNA zusätzlich die Expressionshöhe der 

Exon5-Deletionsvarianten bestimmt (Standardabweichung: ± 0,38; Schwankungsintervall 

(SI): 0,24 – 1,76) (Tab.3.15). 
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 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,25 1,08 1,00 1,08 1,33 

8 0,73 0,93 1,20 1,00 1,20 

12 1,00 0,97 1,33 1,33 1,42 

24 1,00 0,78 1,11 1,11 0,89 

48 0,75 1,00 0,75 1,00 1,25 
Tabelle 3.15.: Relative Expressionswerte der Östrogenrezeptor α-Exon5-Spleißvariante im zeitlichen Verlauf (in 
Std.) unter Einfluß von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 

Wie bei der Expression der ERα-Wildtyp-RNA wurde auch die Expression der Varianten-

RNA durch die (Anti-)Hormonbehandlung nicht beeinflußt (Abb.3.4a-e). 

Der Quotient aus RE(ERα-wt)/RE(ERα∆Exon5) sollte zeigen, ob eine Veränderung des 

Spleißmusters unter der (Anti-)Hormonbehandlung geben war (SA = ±0,59) (Tab.3.16). 

 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,66 0,93 1,10 1,06 0,89 

8 0,97 1,27 1,00 1,08 1,08 

12 0,85 1,25 0,91 0,93 0,85 

24 0,88 1,65 1,08 1,27 1,22 

48 1,32 1,24 1,57 1,24 0,87 

Tabelle 3.16.: Quotienten der relativen Expressionen (RE) des ERα und der ERα-Exon5-Deletionsvariante  in 
der Mammakarzinomzellinie MCF7 im zeitlichen Verlauf (in Std.) nach Inkubation mit (Anti-)Östrogenen.  
 

Für den Quotient der REs konnte bei allen Inkubationsreihen kein hormoneller Einfluß 

aufgezeigt werden. In der Meßreihe mit nicht-behandelten MCF7-Zellen zeigte sich ein 

durchschnittlicher Quotient von ERα-wt/ERα∆Exon5-Variante von 5,21. Dieses bedeutet, 

daß der ERα-Wildtyp um das 5-fache höher exprimiert wird, als seine Exon5-Spleißvariante 

und sich dieses Verhältnis nicht durch (Anti-)Östrogene beeinflussen läßt. 

 

(B) Östrogenrezeptor ββββ 

Weder die genaue Funktion der ERβ, noch die Regulation seiner Expression in 

Mammagewebe oder –karzinomen  ist bisher bekannt. Analysen der Einflüsse der (Anti-) 

Östrogene auf die Expression des ERβ in MCF7-Zellen sollten dieses genauer betrachten (SA 

= 0,16; SI = 0,68 – 1,32) (Tab.3.17). 
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 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 9,75 0,63 1,00 0,88 0,63 

8 6,66 1,90 2,10 1,20 0,60 

12 3,15 1,69 1,15 0,62 1,62 

24 3,83 1,83 2,50 1,83 1,00 

48 4,44 2,44 1,00 3,78 2,00 
Tabelle 3.17.: Relative Expressionswerte des Östrogenrezeptor β im zeitlichen Verlauf (in Std.) unter Einfluß 
von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 

Die ERβ-Expression unterliegt in der Mammakarzinomzellinie MCF7 einer deutlichen 

Regulation durch Östradiol (Abb.3.4a). Nach 4 Stunden beträgt der REV fast das 10-fache der 

nicht-stimulierten Expression. Danach fällt die Expressionshöhe ab, bleibt aber nach 12 

Stunden auf dem Level einer etwa 4-fachen Stimulation. Durch TAM-Behandlung wird die 

ERβ-Expression zwar ebenfalls stimuliert, wobei der Verlauf der Expressionserhöhung anders 

ist als unter E2-Inkubation (Abb.3.4b). Nach 4 Stunden lag erst ein erniedrigter Expressions-

level vor, der sich dann auf einen fast 2-fach-gesteigerten Expressionslevel nach 8 Stunden 

erhöht und für den weiteren Zeitverlauf auf diesem Level verbleibt. Durch Behandlung mit 

OHT ergaben sich ebenfalls Schwankungen bei den gemessenen Expressionswerten 

(Abb.3.4c). Der REV schwankte zwischen dem unstimulierten Basislevel und einem bis zu 

2,5-fach stimulierten. Ein eindeutiger zeitlicher Verlauf war zwar nicht zu erkennen, dennoch 

wird die stimulative Wirkung von OHT auf die ERβ-Expression deutlich. 

Bei Inkubation mit RLX zeigten sich ähnliche Schwankungen wie bei OHT und ähnliche 

Verlaufscharakteristika wie bei TAM (Abb.3.4d). Einem nach 12 Stunden erniedrigten Level 

folgte nach 24 und 48 Stunden eine Erhöhung bis auf  das 4-fache des Kontrollwertes. Unter 

RLX-HCl-Einwirkung wurde ein ähnlicher biphasischer Effekt deutlich (Abb.3.4e). Einer 

anfänglichen Senkung des Expressionslevels auf 60% der basalen Expression folgte eine 

Stimulation der Expression auf das 2-fache nach 48 Stunden. 

Die ERβ-Expression wurde in MCF7-Zellen durch E2 und die Antiöstrogene klar beeinflußt. 

Während E2 eine deutliche Hochregulation bewirkt, sind die Effekte der Antiöstrogene 

weniger eindeutig, letztendlich aber stimulativ. Die Stimulationen durch E2 und durch die 

Antiöstrogene scheinen auf unterschiedlichen Mechanismen zu beruhen. 
 

(C) AIB1 

AIB1 ist häufig in Mammakarzinomen überexprimiert. Für die Zellinie MCF7 ist dieses 

ebenfalls beschrieben (Anzick, 1997). Mit Hilfe der Stimulationskinetik soll geklärt werden, 
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in wie weit (Anti-)Hormone einen Einfluß auf die AIB1-Expression ausüben (SD = 0,10; SI = 

0,80 – 1,20) (Tab.3.18.). 

 
 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,97 0,94 0,84 1,06 1 

8 0,71 1,05 0,98 1,11 1,05 

12 0,76 1 1,14 1,12 1,48 

24 0,66 0,92 0,97 1,18 1,29 

48 0,73 0,98 1,1 0,9 1,06 
Tabelle 3.18.: Relative Expressionswerte des Koaktivators AIB1 im zeitlichen Verlauf (in Std.) unter Einfluß 
von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 
Unter Inkubation mit E2 zeigt sich eine Herunterregulation der AIB1-Expression auf bis zu 

66% des basalen Levels nach 24 Stunden (Abb.3.6a). TAM und OHT haben dagegen keinen 

Einfluß (Abb.3.6b/c). Unter Behandlung mit RLX-HCl ist dagegen eine leichte Stimulation 

der AIB1-Expression zu sehen (Abb.3.6e). Nach 12 Stunden wurden 148% des 

Expressionslevels ohne Hormonbehandlung erreicht. Unter RLX-Einfluß zeigt sich im 

Vergleich dazu nur eine leichte Tendenz zur Stimulation (Abb.3.6d). 

 

(D) SRC-1 

Bei der SRC-1-Meßreihe wurden wiederum zwei Signale unterschieden: die beiden Spleiß-

Varianten SRC-1a und SRC-1e. Wie für die anderen beiden Steroidrezeptor-Koaktivatoren ist 

auch für die SRC-1-Expression kein Regulationsmechanismus beschrieben. Effekte von 

(Anti-)Östrogenen könnten hierüber Aufschluß geben. Die Standardabweichungen waren ± 

0,20 für SRC-1-e und ± 0,55 für SRC-1-a (Tab.3.19./20.). 

 

SRC-1e E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1 1 1,12 0,84 1,12 

8 1,09 1,22 1,04 1,39 1,39 

12 1,13 1,08 1,04 1,17 1,17 

24 1,1 1,25 1,3 1,15 1,25 

48 1,04 1,08 0,92 0,89 1,04 
Tabelle 3.19.: Relative Expressionswerte der SRC-1-Variante SRC-1e im zeitlichen Verlauf (in Std.) unter 
Einfluß von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
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Abb. 3.6. (a) – (e): Expressionskinetiken (in std.) der Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1 (-�-), TIF2 (-�-), 
SRC-1a (-�-) und SRC-1e (-�-) in der Mammakarzinomzellinie MCF7 unter Inkubation mit (a) E2, (b) TAM, 
(c) OHT, (d) RLX und (e) RLX-HCl. 
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SRC-1a E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 0,88 0,56 0,50 0,88 0,63 

8 0,92 0,92 1,25 0,58 0,50 

12 0,89 0,89 1,33 0,78 0,67 

24 1,00 1,29 1,29 1,14 0,86 

48 0,80 1,20 1,00 1,00 1,00 
Tabelle 3.20.: Relative Expressionswerte der SRC-1-Variante SRC-1e im zeitlichen Verlauf (in Std.) unter 
Einfluß von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 

Die Expression der SRC-1e-Variante wurde durch die (Anti-)Hormonbehandlung nicht 

beeinflußt, wobei allgemein von den relativen Werten her eine schwache stimulative Tendenz 

zu erkennen ist. Bei den SRC1a-Meßreihen lag aufgrund des großen Schwankungsbereiches 

keiner der Meßwerte in dem Bereich , der eine direkte Regulation ausdrückt. Es waren aber 

Tendenzen in Richtung einer Inhibition der Expression, besonders nach 4-stündiger 

Inkubation, zu erkennen. Für TAM und OHT zeigte sich eine frühe inhibitorische und eine 

folgende stimulierende Tendenz (Abb.3.6b/c). Durch RLX und RLX-HCl wurde die 

Expression bis 12 Stunden tendenziell inhibiert, danach erreichte sie wieder den basalen 

Expressionslevel (Abb.3.6d/e). 
 

SRC-1e / 1a E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,14 1,79 2,24 0,95 1,78 

8 1,18 1,33 0,83 2,40 2,78 

12 1,27 1,21 0,78 1,50 1,87 

24 1,10 0,97 1,00 1,00 1,67 

48 1,30 0,90 0,92 0,89 1,04 
Tabelle 3.21.: Relatives Verhältnis der SRC-1-Varianten SRC-1e und SRC-1-a im zeitlichen Verlauf (in Std.) 
unter Einfluß von (Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. Quotienten <0,5 und >2 wurden 
gelb, <0,25 und >4 wurden rot markiert. 
 

Die Veränderungen des Quotienten SRC-1e/SRC-1a (Tab.3.21.) sind hauptsächlich durch die 

Schwankungen der SRC-1a-Expression in den Meßreihen begründet. Nach Kalkhoven et al. 

(1998) liegt der SRC-1e/SRC-1a-Quotient bei 1,0. Der Quotient bei den nicht-stimulierten 

MCF7-Zellen lag in den gegebenen Messungen dagegen bei 2,59. An den frühen Meßpunkten 

(4 bzw. 8 Std.) bei Inkubation mit OHT, RLX und RLX-HCl zeigt sich jeweils eine mehr als 

doppelt so starke Expressionsänderung der SRC-1e-Variante als der SRC-1a-Variante. Zu 

späteren Zeitpunkten zeigte sich aber auch in diesen Meßreihen ein Quotient um 1,0.  
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(E) TIF2 

In MCF7-Zellen schwankten die Meßwerte für die Expression des Koaktivators TIF2 nicht so 

stark, wie in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa. Somit konnten in diesem Zelltypus 

die Expressionslevels und Regulationen aller drei bekannten Steroidrezeptorkoaktivatoren 

untersucht werden. Für die TIF2-Expression zeigten sich folgende Werte unter (anti-) 

östrogener Inkubation (SA = ± 0,21) (Tab.3.22): 
 

 E2 TAM OH-TAM RLX RLX-HCl 

4 1,21 1,87 1,67 1,43 1,11 

8 1,50 1,39 1,91 1,39 1,37 

12 1,25 1,30 1,25 1,16 1,46 

24 1,22 1,31 1,30 1,22 1,48 

48 0,83 1,00 0,83 1,17 1,00 
Tabelle 3.22.: Relative Expressionswerte des Koaktivators TIF2 im zeitlichen Verlauf (in Std.) unter Einfluß von 
(Anti-)Östrogenen in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
 

Unter E2-Inkubation erhöhte sich der TIF2-Expressionslevel leicht auf das 1,5-fache nach 8 

Stunden (Abb.3.6a). Unter TAM- und OHT-Einfluß zeigen sich ebenfalls frühe stimulative 

Effekte, die aber mit ca. 1,9-fach nach 8 bzw. 12 Stunden leicht höher ausfallen als bei E2 

(Abb.3.6b/c). Unter RLX- und RLX-HCl-Behandlung ist eine Stimulation der Expression bis 

zum 1,5-fachen der Expression in den Kontrollzellen zu beobachten (Abb.3.d/e). Die TIF2-

Expression wurde also durch alle getesteten Substanzen  leicht stimuliert, wobei diese 

stimulativen Effekte nach 48 Stunden Inkubationsdauer nicht mehr auftraten. 

 

3.1.4. Vergleich der (anti-)östrogenen Effekte  

Bei einem zusammenfassenden Vergleich der Ergebnisse der Expressionskinetiken werden 

verschiedene Gegebenheiten deutlich: 

(a) Die Progesteronrezeptor-Expression wurde in MCF7-Zellen sowohl durch E2, als auch 

die getesteten Antiöstrogene hochreguliert. Tamoxifen und Hydroxy-Tamoxifen hatten 

dabei einen stärkeren Effekt als RLX und RLX-HCl. In Ishikawa-Zellen dagegen hatte 

E2 nur einen weniger stark stimulativen Effekt und die Antiöstrogene keinen.  

(b) Die Expression des ERα-mRNA wurde in beiden Zellinien nicht beeinflußt, wohingegen 

die des ERβ sowohl durch E2, als auch die Antiöstrogene in beiden Zellinien stark 

stimuliert wurde. 
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(c) Die Expressionen der SRCs wurden in den beiden Zellinien ganz unterschiedlich durch 

die (Anti-)Östrogene beeinflußt. Am deutlichsten war hierbei die Stimulation der TIF2-

Expression durch TAM und OHT in der MCF7-Zellinie. 

(d) Es wurden keine inhibitorischen Effekte durch die (Anti-)Östrogene aufgezeigt. 
 
Ishikawa PR ERα ERα∆Ex5 ERβ AIB1 SRC1e SRC1a TIF2 

E2 + o o ++ o o o / 
TAM o o o ++ o o o / 
OHT o o o ++ o o o / 
RLX o o o ++ o + o / 

RLX-HCl o o o ++ o o + / 
MCF7 PR ERα ERα∆Ex5 ERβ AIB1 SRC1e SRC1a TIF2 

E2 ++ o o ++ + o o + 
TAM ++ o o ++ o o o ++ 
OHT ++ o o ++ o o o ++ 
RLX + o o ++ o o o + 

RLX-HCl + o o ++ + o o + 
Tabelle 3.23.: Zusammenfassung der Expressionveränderungen in der Mammakarzinomzellinie MCF7 und der 
Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa unter Einfluß von (Anti-)Östrogenen. (-- = starke Inhibition um mehr als 
die 4-fache SA; - = Inhibition um die 2-4-fache SA, o = Werte lagen im Schwankungsbereich der 2-fachen SA; + 
= Stimulation im Bereich der 2-4-fachen SA; ++ = starke Stimulation um mehr als die 4-fache SA; / = nicht 
bestimmt. Gewertet wurde der in der Kinetik erreichte Höchstwert ohne Berücksichtigung des Zeitfaktors.) 
 
 
3.1.5. Rolle der Steroidrezeptor-Koaktivatoren bei der Inhibition der ERαααα-abhängigen 

Transaktivierung durch BRCA1 

BRCA1 inhibiert dosisabhängig die ERα-vermittelte Transaktivierung über ein ERE in 

Prostata- und Brustkrebszellinien. Hierbei blockiert es die Aktivität der Aktivierungsfunktion-

2 des Rezeptors (Fan, 1999). Für die Inhibition sind unterschiedliche Mechanismen 

vorstellbar: (a) eine direkte Interaktion zwischen BRCA1 und dem ERα, die zu einer 

sterischen Behinderung führt, (b) eine kompetetive DNA-Bindung mit Blockade der ERα-

ERE-Interaktion und (c) eine kompetetive Bindung gemeinsamer Koaktivatoren.  

BRCA1 fungiert, wie der ERα, als Transkriptionsaktivator und bindet allgemeine 

Koaktivatoren. Steroidrezeptor-Koaktivatoren verstärken die Transaktivierung durch den ERα 

dosisabhängig und, eine verminderte Verfügbarkeit der Koaktivatoren kann die 

Transaktivierung schwächen bzw. inhibieren. Die Rolle der SRCs bei der Inhibiton der ERα-

vermittelten Transaktivierung durch BRCA1 sollte durch Kotransfektion in 

Reportergenassays untersucht werden.  

Beim Reportergenassay wurden verschiedene Plasmide in die Mammakarzinomzellinie SK-

BR-3, die ERα- und ERβ-negativ ist, mit Hilfe des Transfektionsreagenz Fugene (Roche) 
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kotransfiziert. Zur Stimulation der ERα-abhängigen Transaktivierung wurden die 

transfizierten Zellen 24 Std. mit 10-8M E2 inkubiert.  

Als Reporterplasmid wurde der ERE-tk-Luc-Plasmid verwendet, in dem ein ERE als 

Bindungsstelle für den ERα dem Luciferasegen vorgeschaltet ist. Als Standard wurde ein 

nicht hormonell stimulierbaren Plasmid kotransfiziert, in dem ein konstitutiv aktiver β-Actin-

Promoter das β-Galactosidasegen reguliert. Als optimale Mengen wurden 0,10µg ERE-tk-

Luc-Plasmid und 0,05µg β-Actin/β-Gal-Plasmid eingesetzt. Die Aktivitäten der beiden 

Genprodukte, Luciferase und β-Galactosidase, wurden in den Reportergenassays gemessen 

und in Relation gesetzt. Das Verhältnis zwischen der gemessenen Luciferaseaktivität 

[Meßwert in RLU (relative light units)] und der gemessenen β-Galactosidaseaktivität (in 

RLU) wurde als relative Luciferaseaktivität (rLA) festgelegt. Die relative Luciferaseaktivität 

des nicht-stimulierten Ansatzes, in dem nur diese beiden Plasmide transfiziert wurden, stellt 

den Basiswert des Meßsystems dar und wurde bei den Meßreihen als „1“ definiert. Für die 

Transfektionen wurde die BRCA1-wt-Sequenz aus einem BRCA1-pGL2-Plasmid in den 

Vektor pcDNA3.1 (Stratagene) umkloniert. Das Klonierungsprodukt wurde durch 

Sequenzierung und Restriktionsanalyse kontrolliert. Die ERα-Sequenz lag ebenfalls in dem 

Vektor pcDNA3.1 vor. Da von Fan et al. (1999) größere BRCA1-Mengen transfiziert wurden, 

wurde bei der Optimierung der Transfektionsexperimente die maximale mit dem Fugene-

Transfektionsreagenz effizient transfizierbare Menge Plasmid-DNA von 3µg eingesetzt. 

 

(a) Optimierung der ERα-vermittelten Transaktivierung 

Es wurde getestet, bei welcher Menge an ERα-Plasmid eine maximale Steigerung der 

relativen Luciferaseaktivität durch Inkubation der transfizierten Zellen mit 17β-Östradiol zu 

erreichen war. Dieses wurde mit der ERα-und ERβ-negativen Mammakarzinomzellinie SK-

BR-3 und mit der ERα- und ERβ-positiven Mammakarzinomzellinie MCF7 durchgeführt. 

Die Menge von 3 µg Gesamt-Plasmid-DNA wurde durch Kotransfektion einer ent-

sprechenden Menge an pcDNA3.1-Plasmid erreicht. Abbildung 3.3. zeigt die Steigerung der 

rLA in verschiedenen Kotransfektionsansätzen. In 3 reproduzierenden Experimenten wurden 

je 3 Messungen durchgeführt. 
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Abb.3.7: Die relative Luciferaseaktivität als Maß für die ERα-abhängige Transaktivierung eines ERE-regulierten 
Reportergens schwankt in der Mammakarzinomzellinie SK-BR-3 deutlich zwischen den Ansätzen mit 
unterschiedlicher Menge an transfiziertem ERα-Plasmid. Ebenso deutlich schwankt der E2-abhängigen 
Stimulationskoeffizient. 
 
 
Die ERα-abhängige Transaktivierung zeigte sich sehr stark von der Menge des transfizierten 
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durch E2-Inkubation ERα-abhängig war. Bei Transfektion von 0,05 µg – 5 pg ERα-Plasmid 

wurde relativ konstant eine rLA um die 50 gemessen (Abb. 3.3.). Auch bei Transfektion von 
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dafür sprach, daß hier die rLA durch eine zu geringe Menge an ERα(-Plasmid) limitiert 
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0,5 ng ERα-Plasmid um das 29-fache höher als ohne ERα-Plasmid. Wie unter E2-Einfluß 

zeigte sich auch die Abnahme der Aktivität bei zu geringen Plasmidmengen. Bei Transfektion 

von mehr als 0,5 µg veränderte sich der rLA-Wert im Vergleich zu dem bei Transfektion mit 

0,5 µg ERα-Plasmid nicht mehr. Für die Optimierung der Darstellung des inhibitorischen 

Effekts von BRCA1 in SK-BR-3-Zellen wurden bei den folgenden Experimenten 0,05µg 

ERα-Plasmid transfiziert. 

Mit MCF7-Zellen wurde untersucht, welchen Effekt eine Menge von 0,05 µg ERα-Plasmid 

auf die Luciferseaktivität hat, um Unterschiede zu den SK-BR-3-Zellen aufzuzeigen. Hierbei 

stellte sich die Frage, ob die endogenen Östrogenrezeptoren möglicherweise die Aktivität der 

Reportergene beeinflussen. 

E2 - + - + 

ERα-Plasmid - - + + 

 
Abb.3.8.: Die relative Luciferaseaktivität als Maß für die ERα-abhängige Transaktivierung eines ERE-
regulierten Reportergens in der Mammakarzinomzellinie MCF7. 
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Inkubation sank, blieb der Stimulationswert ähnlich niedrig (< 3). Der mit Abstand höchste 

Stimulationswert wurde im Ansatz ohne ERα-Plasmid gemessen. 

Aufgrund des starken Einflusses der endogenen Östrogenrezeptoren und anderer endogener 

Faktoren auf die Meßwerte bei der MCF7-Zellinie wurde für die weiteren Experimente die 

Mammakarzinomzellinie SK-BR3 verwendet. 

 

(b) Optimierung des inhibitorischen Effekts durch BRCA1 

Bei der Optimierung der Darstellung des inhibitorischen Effekts von BRCA1 auf die ERα-

abhängige Transaktivierung eines ERE-regulierten Promoters wurden folgende Plasmide 

kotransfiziert : 0,05 µg ERα-Plasmid, 0,10 µg ERE2-tk-Luc-Plasmid, 0,05 µg β-Actin/β-

Galactosidase-Plasmid und 2,30-0,10 µg BRCA1-Plasmid bzw. vergleichsweise dieselbe 

Menge pcDNA3.1 als Leervektor.  

Bei der Kotransfektion unterschiedlicher Mengen BRCA1-Plasmid bzw. pcDNA3.1 wurden 

zwar Unterschiede bei den relativen Luciferaseaktivitäten festgestellt, dennoch wurde 

deutlich, daß sich die Stimulationskoeffizienten (rLAinkubiert/rLAnicht-inkubiert) zwischen den 

Ansätzen mit BRCA1 und denen mit einer entsprechenden Menge pcDNA3.1-Leervektor 

nicht unterschieden. Es konnte in dem hier angewandten Meßsystem, was gegenüber dem von 

Fan et al. optimiert wurde (Zellen ohne endogenen Östrogenrezeptor), kein inhibitorischer 

Effekt von BRCA1 auf die Transaktivierung des ERα über einen ERE-gesteuerten Promoter 

dargestellt werden. Aufgrund dieser Ergebnisse waren weitere Versuche zur Untersuchung 

dieses Effekts hinfällig. 
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xpressionen der Komponenten der ER-Transaktivierungsmaschinerie 

n Endometriumgewebe und -karzinomen 
yklusabhängige Expression 

ormale menstruelle Zyklus der Frau ist ein hervorragendes Modell, um die 

logische Genregulation durch die Hormone Östrogen und Progesteron zu untersuchen. 

 beruht auf der geregelten hormonellen Stimulation und der damit verknüpften 

ologie des Endometriums. Da bei der Behandlung gynäkologischer Beschwerden, 

zur Empfängnisverhütung Hormonpräparate verwendet werden, muß dieses bei der 

e der Morphologie mit einbezogen werden. Das veränderte hormonelle Millieu 
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entspricht zwar nicht dem normalen menstruellen Zyklus, kann aber bei genauer Kenntnis der 

Medikamentation als Positivkontrolle verwendet werden. 

 

3.2.1.1. Etablierung der Bestimmung der Phase des menstruellen Zyklus 

Die 33 Präparate des Endometriumnormalgewebes wurden aufgrund ihrer morphologischen 

Besonderheiten in Proliferationsphase (frühe, mittlere, späte) und Sekretionsphase (frühe, 

mittlere, späte) eingeteilt. Neben den Gewebeproben praemenopausaler Patientinnen mit 

normalem Zyklus wurde eine Gewebeprobe einer Schwangeren (40.Woche) untersucht. 

Zudem wurden 6 Endometriumproben von postmenopausalen Frauen analysiert, von denen 3 

unter Hormonersatztherapie standen. 

Die Einteilung der Zyklusphasen wurde mit Hilfe des „Atlas der Histopathologie des 

Endometriums“ von G. Dallenbach-Hellweg und H. Poulsen durchgeführt. Die 

Phasenabschnitte wurden nach folgenden Kriterien charakterisiert, wobei die roten Färbungen 

bei den folgenden Bildern hier keine Aussagen haben : 

 

(a) frühe Proliferationsphase : 

Das Endometrium ist niedrig aufgebaut. Die Drüsen sind eng und regelmäßig verteilt. 

(Abb.3.10.A) Sie verlaufen gerade und sind im spindelzelligen Stroma eingelagert. Das 

Drüsenepithel ist niedrigkubisch und enthält kleine, rundlich-ovale chromatindichte Kerne 

(Abb.3.10.B). Die Stromazellen sind kaum differenziert, gleichmäßig groß und von einem 

dichten Retikulumfasernetzwerk umsponnen. Die Stromazellkerne sind klein und dicht. Das 

Stromazellzytoplasma ist spärlich. Das Oberflächenepithel ist flach und noch in der 

Regeneration begriffen. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.3.10.A,B: Endometriumproben aus dem Bereich der Funktionalis in der frühen Proliferationsphase: Es 
zeigen sich engen Drüsengänge (im Querschnitt) und spindelzelliges Stroma. (a: 50-fache, b: 200-fache 
Vergrößerung)  
 

 

A B 
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(b) mittlere Proliferationsphase : 

Das Drüsenwachstum übertrifft das Höhenwachstum des Endometrium, wodurch die 

Drüsengänge beginnen, sich zu schlängeln (Abb.3.11.A). Die Drüsenepithelzellen sind 

hochzylindrisch und enthälten vergrößerte, ovale chromatinreiche Kerne in spärlichem 

Zytoplasma. Nukleoli sind deutlich erkennbar (Abb3.11.B). Die Anzahl der Mitosen nimmt 

zu. Die spindelförmigen Stromazellen sind wenig differenziert und durch interstitielles Ödem 

weit auseinandergelagert. 

 

Abb.3.11.A,B: Endometriumproben aus den Bereich der Funktionalis in der mittleren Proliferationsphase. (a: 
100x, b: 400x) 
 

(c) späte Proliferationsphase : 

Die Drüsengänge sind stärker geschlängelt. Das Drüsenepithel ist hochzylindrisch und 

teilweise mehrreihig übereinander gelagert (Abb.3.12.A). Die Zellkerne der Drüsenepithel-

zellen sind vergrößert, oval und reich an DNA. Ihre Nukleoli sind prominent, das Zytoplasma 

spärlich (Abb.3.12.B). Mitosen sind zahlreich. Die Stromazellen haben sich vergrößert und 

das interstitielle Ödem ist zurückgegangen. Viele Stromazellen befinden sich in der Mitose. 
 

 
Abb.3.12.A,B: Endometriumproben aus dem Bereich der Funktionalis in der späten Proliferationsphase. (A: 
200x, B: 1000x) 
 

 

 

A B

A B
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(d) frühe Sekretionsphase (Ovulationsphase) : 

In den Drüsenepithelzellen bilden sich deutliche basale Vakuolen mit Sekret, wodurch die 

Kerne lumenwärts verschoben sind. Im Verlauf wandern die Kerne zur Zellbasis und 

supranukleär sind kleine Glykogenmengen zu erkennen (Abb.3.13.B). Durch die 

Vakuolenbildung haben sich die vorher mehrreihigen Epithelien wieder einreihig angeordnet. 

Hierdurch kommt es zu verstärkten Schlängelungen der Drüsengänge (Abb.3.13.A). Die 

Zellkerne sind chromatinreich, anfangs länglich-oval und runden sich dann ab (Abb.3.13.B). 

Das Oberflächenepithel zeigt keine Vakuolenbildung. Die Stromazellen sind unverändert. 

A 
Abb. 3.13.A,B: Endometriumproben aus dem Bereich der Funktionalis in der frühen Sekretionsphase. (A: 50x, 
B: 400x) 
 

(e) mittlere Sekretionsphase : 

Die apokrine Sekretion setzt ein. Die Kerne der Drüsenepithelzellen sind basal gelagert, rund 

und chromatinarm (Abb.3.14.A). Die apikalen Zellränder sind aufgrund der Sekretion 

ausgefranst (Abb.3.14.B). Die Höhe des Drüsenepithels nimmt ab. Die Drüsenlumina sind 

durch das glykogenhaltige Sekret erweitert. Die Stromazellen sind spindelförmig und leicht 

vergrößert (Abb.3.14.A). Es entsteht herdförmiges Stromaödem. 

 
Abb.3.14.A,B: Endometriumproben aus dem Bereich der Funktionalis in der mittleren Sekretionsphase. (A: 
400x, B: 1000x) 
 

 

B

B

A 

A 
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(f) späte Sekretionsphase : 

Die Sekretion ist beendet. Reste des Sekrets befinden sich in den Drüsenlumina. Das Stroma-

ödem bildet sich zurück. Durch den Verlust des Stromaödems kommt es zum Kollaps der 

Drüsen. Diese sind deutlich sägeblattförmig. Es sind zwei Schichten des Endometriums 

unterscheidbar: die obere Spongiosa, die hauptsächlich aus Stromazellen besteht, und die 

Kompakta, die zum größten Teil aus geschlängelten, sägeblattförmigen dichtliegenden Drüsen 

besteht (Abb.3.15.A). Später sind die Spongiosa-Drüsen sägeblattförmig und ihre Epithel-

zellen hell, sekretorisch erschöpft und ausgefranst. Die Stromazellen differenzieren sich in 

zwei Zellarten aus: praedeziduale Zellen und Körnchenzellen. Die praedezidualen Zellen 

haben große, runde, helle Kerne und reichlich Zytoplasma. Die Körnchenzellen sind klein und 

rund, und ihre Kerne sind dicht, eingedellt und teilweise nierenförmig. Ihr Zytoplasma ist 

vakuolisiert (Abb.3.15.B).  

 
Abb.3.15.A,B: Die Funktionalis des Endometrium in der späten Sekretionsphase (A: 50x, B: 630x). 

 

(g) postmenopausale Merkmale : 

Neben den praemenopausalen Geweben, die den Zyklusphasen zugeordnet wurden, wurden 6 

postmenopausale Endometriumgewebe untersucht. Von den sechs Patientinnen, denen diese 

Gewebe entnommen worden waren, wurden drei mit einer Hormonersatztherapie behandelt. 

Alle drei erhielten Östrogen-Progesteron-Kombinationspräparate. Diese Gewebe dienten zum 

Vergleich zu den Zyklusphasen, in denen die hormonellen Verhältnisse ähnlich waren. Die 

nicht hormonell beeinflußten Gewebe sollten auf folgende Merkmale der Atrophie untersucht 

werden: Das Endometrium ist niedrig. Die Stromazellen sind klein und spindelförmig. Es 

finden sich enge Basalisdrüsen mit niedrig kubischem Epithel. Die Drüsenepithelzellen 

enthalten kleine runde chromatindichte Kerne. 
 

 

 

 

A B
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(h) Gewebe einer Schwangeren als Positivkontrolle : 

Als Positivkontrolle diente neben den hormonbehandelten postmenopausalen Geweben eine 

Endometriumprobe einer Schwangeren (40. Woche). Hier steht das Endometrium unter dem 

Einfluß einer hohen Östrogen- und Progesteron-Konzentration. 

 

 

3.2.1.2. SR- und SRC-Expression im menstruellen Zyklus 

Die Expression von ERα, ERβ, PR, AIB1 und SRC-1 wurde immunhistologisch in 33 

praemenopausalen Endometriumgeweben analysiert. Kriterien für die Expressions-

untersuchung waren die Zyklusphase, die Zelltypen (Drüsenepithelzelle, Stromazelle) und die 

intrazelluläre Lokalisation (Kern, Zytoplasma). Bei den Drüsenepithelzellen konnte zusätzlich 

zwischen einer basalen und einer luminalen Lokalisation differenziert werden. Die 

Expressionen wurden im Bereich der Funktionalis bestimmt, da diese den hormonreponsiven 

Teil des Endometriums darstellt. Die immunhistologischen Signale wurden nach ihrer Stärke 

(relative Bestimmung), Verteilung (Prozentzahl positiver Zellen) und Art (diffus, 

feingranulär, punktförmig) gewertet. Problematisch war bei der genauen Bestimmung, daß 

sich hormonelle Wirkungen in der Funktionalis in verschiedenen Bereichen unterschiedlich 

schnell manifestierten, abhängig von der Entfernung zur Basalis und der Nähe zu Gefäßen. 

Gewertet wurden die im Gesamtbild dominanten Effekte (Tab.3.24.a und b). 
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                      ERαααα                                    ERββββ                                   PR               
Nr.          DEZ           SZ          DEZ           SZ          DEZ           SZ 

K ZP K ZP K ZP K ZP K ZP K ZP 
1309 13%   11% 35%  -  -  -  - 94%  - 37%  - 
99  -  -  -  -  -  -  -  - 93%  - 68%  - 

7469 18% 5%  - 2%  -  -  - 47%G 87%  - 76%  - 
55 5%   - 36%  -  -  - 14%G 58%  - 73%  - 
696  -  -  -  -  -  -  - 54%G  -  -  -  - 

1284  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
497  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 
229  -  -  -  -  -  -  - 15%G  -  -  -  - 
963  -   -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

7629 8%  6% 28%  -  -  -  -  -  -  -  - 
905 37%  16%  -  -  -  - 40%G  -  -  -  - 

1337  - 87% 42%  -  -  -  - 23%G 94%  - 69%  - 
681  -   -  -  -  -  - 50%G 78%  - 67%  - 
722  -   -  -  - 7%P  - 45%G 8%  - 25%  - 

7524 23%   -  -  -  -  - 48%G G  - 63%  - 
497  - G  -  -  -  -  - G 12%G  - 69%  - 
406 52%  31%  -  - 58%  - G  -  - 5%  - 

7578 75%  25%  -  - 3%P  - 81%G  - 77%G 67%  - 
7437 68%  14%  -  - 17%P  - 19%P 7% G 52%  - 
960 55%  5%  -  -  -  - 52%G 90% 68% 63%  - 
670    2%  -  -  -  -  - 83%  - 74%  - 
823  G 48%  -  -  -  - 10%G 24% 100%Cl 75%  - 
890 83%   -  -  -  -  - 50%G 12% 97%G 12%  - 

1057 70%   -  -  -  -  - 65% 42%    - 
1160   67% 70%  -  -   -    - 93%  - 
296  -   -  -  -   -  27%P  - 79%  - 

1097  - G  -  -  - 2%G  - 45%G  -  - 25%  - 
254  -   -  -  -    - 5%G  -  - 51%  - 

1445  -    -  -  -  -  -  -  -  - 30%  - 
730  -  -  -  -  -  -  - 23%G  -  -    - 

1218  -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 51%  - 
147  -   -  -  -  -  -  -  -  -  -  - 

7594  -  -  -  -  -  -  - 56%G 59%  - 65%  - 
1250  - G  -  -  -  -  -  95%  -  -  - 

22  -   -  -  -  -  - 5% 20%  - 78%  - 
491 10%  -  - 48%  -  -  - 6%  -  -  -  - 
645 Punkte  - 72%  -  -  -  - 30% 81%  - 61%  - 
189  -   -  -  -  -  - G  -  - 50%G 61% 
884       -  -  -  -   96%G 5% 40%  - 

1529 20%   - 50%  -  -  -  -  -  -  -  - 

 
Tabelle 3.24.a: Immunhistologischer Nachweis der Steroidrezeptoren ERα, ERβ und PR in der Funktionalis von 
33 praemenopausalen Geweben (Nr. 1309-7594), einer Gewebeprobe einer Schwangeren (Nr.1250)  und 6 
postmenopausaler Gewebe (ohne HRT: Nr.22-645; mit HRT: Nr.189-1529). Signalstärke: gelb = schwach, rot 
=stark; der Anteil positiver Zellen entspricht den Prozentzahlen, ausgefüllt Kästchen zeigen 100% an; Signalart: 
ohne Bemerkung = diffus, G = feingranulär, P = punktförmig. (DEZ = Drüsenepithelzellen, SZ = Stromazellen, 
K = Kern, ZP = Zytoplasma). 
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                        SRC-1                                       AIB1               

Nr.           DEZ             SZ           DEZ            SZ 
K CP K CP K CP K CP 

1309  - 15%G  -  -  - G  -  - 
99  - 84%G  - 5%G  - 68%G  -  - 

7469  - 60%G  -  -  - G  -  - 
55  - 25%G  -  -  - 11%G  -  - 
696  - G  - 85%G  - 79%G  - 27%G 

1284  - 40%P  - 60%P  -  -  -  - 
497  - 17%P  - 2%P  - 78%G  - 20%G 
229  - 21%G  - 12%P  - 81%G  -  - 
963  - 18%G  - 10%P  - 21%G  -  - 

7629  - G  - 11%P  -    -  - 
905  - G  - 14%P  - 71%G  - 17%G 

1337  - 70%G  - 48%G  - 78%G  - 22%G 
681  - 55%G  - 35%P  - 86%G  - 5%G 
722  - G  - 70%G  - 35%P  - 47%P 

7524  - 89%G  - 37%G  - G  -  - 
497  - G  - 48%G  - 78%G  - 60%G 
406  - G  - 53%G  - 79%G  - 35%G 

7578  - G  - 42%P  - 88%G  -  - 
7437  - G  - 68%G  - G  - 31%G 
960  - G  - 12%P  -  -  -  - 
670  - G  - 13%P  - 77%G  -  - 
823 P G  - 30%G  -  -  -  - 
890  - G  - 10%G  -  -  -  - 

1057  - G  - 60%G  -  -  -  - 
1160  - G  - 30%G  - G  - 55%G 
296  - 51%G  - 30%P  - G  - G 

1097  - 70%G  - 35%P  - 96%  - 52%G 
254  - G  - 42%P  - 82%G  - 47% 

1445  -  -  - 40%G  - 85%G  - 74%G 
730  - 65%G  - G P G P G 

1218  -  -  -  -  - 69%G  -  - 
147  - G  - 45%P  - 90%G  - 54%G 

7594  - G  - 14%G  - G  - 52%G 

1250  - G  - 60%G  - G  - 53%G 
22  - 10%G  - 30%G  -  -  -  - 
491  - 4%G  -  -  - 11%G  - 32%G 
645  - 20%G  - 25%G  - 12%G  - 37%G 

189  - G  - G  - G  - 60%G 
884  -  -  - 5%P  - 91%G  - 4%G 

1529  - G  -  -  - 92%G  - 13%G 

 
Tabelle 3.24.b: Immunhistologischer Nachweis der Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1 und SRC-1 in der 
Funktionalis von 33 praemenopausalen Geweben (Nr. 1309-7594), einer Gewebeprobe einer Schwangeren 
(Nr.1250)  und 6 postmenopausaler Gewebe (ohne HRT: Nr.22-645; mit HRT: Nr.189-1529). Signalstärke: gelb 
= schwach, rot =stark; der Anteil positiver Zellen entspricht den Prozentzahlen, ausgefüllt Kästchen zeigen 
100% an; Signalart: ohne Bemerkung = diffus, G = feingranulär, P = punktförmig. (DEZ = Drüsenepithelzellen, 
SZ = Stromazellen, K = Kern, ZP = Zytoplasma). 
 
 
 
(a) Progesteronrezeptor 

Die Expression des PR zeigte im Verlauf des menstruellen Zyklus deutliche Schwankungen. 

In der sehr frühen Proliferationsphase traten in den Drüsen- und Stromazellen schwache 

Kernfärbungen auf, die in der mittleren Proliferationsphase nicht mehr zu sehen waren. In den 

Stromazellen war ab der späten Proliferationsphase eine deutliche Kern-, aber keine 
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Zytoplasmafärbung zu erkennen. In der frühen Sekretionsphase wurde die Expression etwas 

schwächer, in der mittleren Sekretionsphase wieder deutlich stärker (Abb.3.16.C). Kurz vor 

der Menstruation war sie nur noch sehr schwach. 

In den Drüsenzellen war der PR am stärksten im Zeitraum mittlere Proliferationsphase 

(Abb.3.16.A) bis mittlere Sekretionsphase vertreten. Die Lokalisation in den Kernen konnnte 

hierbei sehr unterschiedlich zwischen einzelnen Geweben eines Phasenabschnittes sein. Der 

PR-Nachweis im Zytoplasma der Drüsenzellen fiel besonders in der frühen sekretorischen 

Phase sehr stark aus (Abb.3.16.B), während in den anderen Phasenabschnitten der PR hier - 

wenn überhaupt - nur schwach nachweisbar war. Die zytoplasmatischen Färbungen in den 

Drüsenzellen waren hauptsächlich im luminalen (supranukleären) Teil der Zellen lokalisiert 

(Abb.3.16.B). 
 

Abb.3.16.A-C: Nachweis des Progesteronrezeptors in der Funktionalis von Endometriumgewebe in der (A) 
mittleren Proliferationsphase (50x), (B) frühen Sekretionsphase (400x) und (C) mittleren Sekretionsphase 
(100x). 
 

(b) Östrogenrezeptor αααα 

Insgesamt war die Expression der ERα in den Drüsenepithelzellen sehr stark und in den 

Stromazellen wesentlich schwächer exprimiert. Das Vorkommen des ERα in den Stroma-

zellen war durchgehend schwach und zeigte nur geringfügige zyklische Schwankungen. Auf-

fallend war, daß er in der frühen Proliferationsphase im Zytoplasma auftrat (Abb.3.17.A), 

während er im weiteren Verlauf der Proliferationsphase und in der frühen Sekretionsphase 

A B

C 
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größtenteils in den Kernen nachzuweisen war. In der mittleren bis späten Sekretionsphase war 

dagegen in den Stromazellen der ERα nicht mehr zu detektieren. 

Wesentlich stärker zeigte sich die ERα-Expression in den Drüsenzellen. In diesem Zelltypus 

zeigte sich sehr stark ein zyklischer Verlauf. In der frühen Proliferationsphase war die 

Proteinexpression des ERα nur schwach, stieg während der mittleren Proliferationsphase 

besonders im Zytoplasma stark an und war kurz vor der Ovulation am stärksten vorhanden 

(Abb.3.17.B). In der späten Proliferationsphase und der frühen Sekretionsphase verstärkte 

sich das Auftreten des ERα in den Zellkernen der Drüsenzellen (Abb.3.17.C). Direkt nach der 

Ovulation in der frühen Sekretionsphase war die Kernfärbung am stärksten, während die im 

Zytoplasma etwas nachließ. Hierbei zeigte sich die Zytoplasmafärbung in einigen Geweben 

diffus, in anderen deutlich luminal gelagert (Abb.3.17.D). Im weiteren Verlauf der 

Sekretionsphase nahm die Menge an ERα stark ab und war kurz vor der Menstruation fast 

nicht mehr vorhanden. 

 
Abb.3.17.A-D: Nachweis des Östrogenrezeptor α in der Funktionalis von Endometrium aus der (A) frühen 

Proliferationsphase (50x), (B) mittleren Proliferationsphase (630x), (C) frühen Sekretionsphase (1000x) und (D) 

späten Sekretionsphase (630x). 

 
(c) Östrogenrezeptor ββββ 

Der ERβ war im Vergleich zum ERα in den untersuchten Geweben nur schwach exprimiert. 

Dieses zeigte sich besonders deutlich bei der Betrachtung der Drüsenepithelien. In den 

Drüsenepithelzellen konnte der ERβ nur im Zytoplasma, aber nicht in den Zellkernen 

A B

C D
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nachgewiesen werden. Im zytoplasmatischen Zellteil war der ERβ auch nur schwach und 

diffus während der mittleren Sekretionsphase vertreten. In 3 Geweben der mittleren bis späten 

Proliferationsphase wurden im Drüsenzellzytoplasma punktförmige Signale nachgewiesen, in 

einem stärkere (Abb.3.18.B). 

In den Stromazellen war ebenfalls keine Kernexpression nachzuweisen. Im Zytoplasma dieser 

Zellen dagegen waren schwache, feingranuläre Signale zu sehen. Im Abschnitt von der 

mittleren Proliferationsphase bis zur mittleren Sekretionsphase (Abb.3.18.A,B) waren die 

ERβ-Signale deutlich, wobei sie direkt vor der Ovulation am stärksten ausfielen 

(Abb.3.18.C). In der späten Sekretionsphase und der frühen Proliferationsphase waren die 

ERβ-spezifischen Signale nur sehr schwach. 

 

Abb.3.18.A-C: Nachweis des Östrogenrezeptor β in der Funktionalis von Endometrium in der (A) mittleren 
Proliferationsphase (50x) und (B,C) späten Proliferationsphase (B: 200x, C: 1000x). 
 

(d) AIB1 

Der Steroidrezeptor-Koaktivator AIB1 ließ sich in den Zellkernen beider Zelltypen nur 

schwach als punktförmiges Signal in einzelnen Geweben nachweisen. Wesentlich stärker war 

die AIB1-Expression im Zytoplasma der Stroma- und Drüsenzellen vorhanden, wobei die 

Signale in den Drüsenzellen deutlich stärker und häufiger waren als die in den Stromazellen 

(Abb.3.19.A,C).  Die zytoplasmatische Färbung zeigte sich bis auf die frühe Sekretionsphase 

(Abb.3.19.B) durchgehend stark. In der Phase kurz nach der Ovulation waren fast keine 

AIB1-Signale zu detektieren, weder in den Stroma-, noch in den Drüsenzellen. In den 

A B

C 
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Stromazellen waren die AIB1-Signale besonders in der mittleren und späten Sekretionsphase 

deutlich (Abb.3.19.D).  

 
Abb.3.19.A-D: Nachweis von amplified in breast cancer-1 (AIB1) in der Funktionalis von Endometrium aus der 
(A) frühen Proliferationsphase (100x), (B) frühen Sekretionsphase (400x), (C) mittleren Sekretionsphase (1000x) 
und (D) späten Sekretionsphase (1000x).  
 

(e) SRC-1 

Der Koaktivator SRC-1 zeigte wie AIB1 eine deutliche zytoplasmatische Expression. SRC-1-

spezifische Signale wurden im Zytoplasma der Drüsenzellen im Verlauf des menstruellen 

Zyklus durchgehend nachgewiesen (Abb.3.20.A-D). Kernfärbungen traten hier nicht auf. Am 

stärksten waren die SRC-1-Signale in der frühen Sekretionsphase. Diese waren in den 

Drüsenzellen verstärkt basal (subnukleär) zu detektieren (Abb.3.20.B). In den Phasen-

abschnitten vor und nach der Menstruation fielen die SRC-1-Nachweise am schwächsten aus 

(Abb.3.20.A). In den Stromazellen war die SRC-1-Expression etwas schwächer als in den 

Drüsenzellen, trat aber auch hier nur im Zytoplasma und nicht in den Zellkernen auf. Die 

zyklischen Schwankungen entsprachen den in den Drüsenzellen beobachteten, fielen aber in 

der frühen Sekretionsphase schwächer und in der späteren stärker aus (Abb.3.20.C). 

 

 

 

 

A B

C D
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Abb.3.20.A-D: Nachweis des steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) in der Funktionalis von Endometrium aus 
der (A) frühen Proliferationsphase (1000x), (B) frühen Sekretionsphase (200x), (C) mittleren Sekretionsphase 
(100x) und (D) späten Sekretionsphase (630x). 
 

(f) Zusammenfassender Vergleich 

Bei direktem Vergleich der Ergebnisse waren folgende Beobachtungen auffällig (Abb. 3.21.): 

- die untersuchten Proteine zeigten zyklusabhängige Expressionsschwankungen; die 

Expressionen der Steroidhormonrezeptoren variierten stärker, die der Koaktivatoren 

schwächer. 

- ERα und ERβ zeigen unterschiedliche Lokalisation bezüglich Zelltypus und –komparti-

ment. 

- Der Östrogenrezeptor β trat am stärksten im Zytoplasma von Stromazellen auf und dies 

besonders in der Phase um die Ovulation. 

- Beide SRCs zeigten verstärkt zytoplasmatische Expression und waren in den Drüsenzellen 

stärker vorhanden als in den Stromazellen. 

- In der frühen sekretorischen Phase waren die Konzentrationen von SRC-1 (stärkstes 

Signal) und AIB1 (kein Signal) gegenläufig. 
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Abb. 3.21.A-D: Stärke der immunhistochemischen Nachweise von ERα (-�-), ERβ (-�-), PR (-�-), AIB1 (-�-), 
SRC-1 (-✷-) im Verlauf des menstruellen Zyklus in (A) den Kernen der Drüsenepithelzellen, (B) dem 
Zytoplasma der Drüsenepithelzellen, (C) den Kernen der Stromazellen und (D) dem Zytoplasma der 
Stromazellen im Vergleich zum Serumspiegel von Östradiol und Progesteron (E). 
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(g) SR- und SRC-Expression in postmenopausalem Endometriumgewebe  

Das morphologische Erscheinungsbild der postmenopausalen Endometriumgewebe, sowohl 

mit als auch ohne Hormonersatztherapie (HRT), war nicht einheitlich. Die untersuchten 

postmenopausalen Gewebe, bei denen die Patientinnen keiner Hormonersatztherapie 

unterstanden, zeigten sich ebenso wenig komplett atrophisch, wie die Gewebe der 

Patientinnen mit Hormonersatztherapie. Stattdessen waren alle postmenopausalen Gewebe 

morphologisch nicht auffallend unterschiedlich zu den praemenopausalen Gewebeproben. 

Jeweils ein Gewebe der Proben ohne HRT entsprach morphologisch der mittleren 

Proliferationsphase, der mittleren und der späten Sekretionsphase. Die in diesen Geweben 

beobachtete Expression der Rezeptoren ähnelte denen der praemenopausalen Geweben in den 

entsprechenden Phasen. Unterschiede zeigten sich im Vorkommen der Koaktivatoren, die hier 

weniger stark exprimiert wurden als in den praemenopausalen Gewebeproben. 

Die postmenopausalen Gewebe, die unter dem Einfluß einer Hormonersatztherapie standen, 

zeigten deutlich die hormonellen Effekte. Diese zeigten sich nicht nur bei der Expression und 

Lokalisation der Steroidrezeptoren, sondern auch bei dem im Vergleich zu den Geweben ohne 

Hormonersatztherapie stärkeren Auftreten der Koaktivatoren. Zwei der Gewebe entsprachen 

histologisch der mittleren Sekretionsphase und eines der mittleren Proliferationsphase. Auch 

die Expressionshöhen der Rezeptoren und Koaktivatoren entsprachen den phasenspezifischen 

Beobachtungen der praemenopausalen Gewebe. Bemerkenswert ist, daß in keinem der 

postmenopausalen Gewebe in den Drüsenzellen der ERβ als Protein nachgewiesen werden 

konnte. 

 

(h) Expressionen bei Schwangerschaft  

Bei den Gewebepräparaten der schwangeren Frau zeigt sich sehr deutlich der Einfluß hoher 

Östrogen- und Progesteronkonzentrationen. Es zeigte die Morphologie von Endometrium-

gewebe der frühen Sekretionsphase. Der Östrogenrezeptor α zeigte sehr starke Signale im 

Drüsenepithel, während der Progesteronrezeptor weniger stark nachgewiesen wurde 

(Abb.3.22.A). Der ERβ zeigte eine starke Zytoplasmafärbung der Stromazellen (Abb.3.22.B). 

Von den Koaktivatoren war SRC-1 der deutlich stärker exprimierte (Abb.3.22.E). Beide 

Koaktivatoren wurden hauptsächlich in den Drüsenzellen nachgewiesen, wobei AIB1 in 

Drüsenzellen ohne basale Sekretvakuole in größeren Mengen vorhanden war, als in solchen 

mit Vakuole (Abb.3.22.D). 
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Abb.3.22.A-E: Nachweis von (A) ERα (200x), (B) ERβ (400x), (C) PR (400x), (D) AIB1 (400x) und (E) SRC-1 
(200x) in der Funktionalis von Endometrium während einer Schwangerschaft (40. Woche). 
 

3.2.2. mRNA-Expression von SRs und SRCs in Endometriumkarzinomen 

Die relativen Expressionshöhen der mRNAs der Steroidrezeptoren ERα, ERβ und PR, sowie 

der Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1, TIF2 und SRC-1 wurden in 31 Endometrium-

karzinomen mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Bei der SRC-1-Expression wurden die 

Spleißvarianten 1a und 1e und bei der ERα-Expression zusätzlich die ERα-Exon5-

Deletionsvariante untersucht. Korrelationen der relativen Expressionswerte untereinander 

wurden mit Hilfe der Spearman Rangkorrelation analysiert. Histologisch wurden die 31 

Karzinome wie folgt eingeteilt: 27 Adenokarzinome, 3 endometroide Karzinome und 1 nicht 

charakterisiertes. Alle 31 Gewebe stammten von postmenopausalen Frauen. Zum Vergleich 

wurden neben den Karzinomen vier normale praemenopausale Gewebe und zwei normale 

postmenopausale Gewebe untersucht. Von den vier praemenopausalen Geweben war eins aus 

A B
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der Proliferationsphase, eins aus der frühen Sekretionsphase und zwei waren aus der späten 

Sekretionsphase.  

 

Adenokarzinome  
Probe ERα ERα∆Ex5 ERβ PgR AIB1 TIF2 SRC1a SRC1e 

E1 0,86 0,08 0,01 0,79 7,77 0,21 0,53 0,66 
E2 0,09 0,06 0,00 0,01 8,31 8,18 0,45 0,37 
E3 0,93 0,09 0,01 0,51 2,05 1,13 0,14 0,24 
E4 1,01 0,29 0,02 0,23 1,08 1,55 0,15 0,20 
E5 2,32 1,23 0,00 3,87 26,24 14,22 2,15 4,38 
E6 2,75 0,65 0,12 8,39 34,06 0,27 0,23 0,35 
E7 0,44 0,02 0,00 0,34 4,38 2,14 2,43 3,11 
E9 1,46 0,22 0,00 0,02 4,78 0,27 0,12 0,19 
E10 0,65 0,11 0,00 0,81 2,85 1,44 0,11 0,12 
E11 4,80 0,55 0,04 2,34 8,45 6,79 0,48 1,28 
E12 1,16 0,43 0,00 1,36 4,36 1,29 0,43 0,55 
E15 0,83 0,03 0,06 1,87 0,61 0,91 0,19 0,22 
E16 1,36 1,31 0,27 4,58 43,84 4,44 1,53 2,25 
E17 1,14 0,42 0,00 0,00 4,01 7,68 0,52 1,09 
E18 0,17 0,13 0,00 4,81 4,31 0,70 0,20 0,21 
E19 0,34 0,20 0,08 0,12 5,25 6,41 2,00 2,28 
E20 0,04 0,02 0,01 0,02 0,21 0,15 0,04 0,06 
E21 8,20 3,92 0,00 36,54 63,84 27,93 8,98 11,67 
E23 0,03 0,01 0,00 0,05 1,46 1,69 0,12 0,24 
E24 0,00 0,00 0,02 0,01 16,80 3,08 0,11 1,17 
E25 2,69 1,48 0,00 9,51 7,19 3,95 0,90 0,75 
E26 4,72 0,63 0,02 28,90 17,07 6,53 0,92 0,98 
E28 7,70 0,85 0,00 6,36 34,33 8,92 0,80 1,29 
E29 5,16 0,67 0,05 14,72 13,85 5,67 1,28 1,35 
E31 4,18 2,13 0,03 0,04 6,68 4,19 1,09 2,30 
E33 0,49 0,11 0,03 2,61 4,78 1,70 0,27 0,14 
E34 0,43 0,29 0,01 0,05 7,61 1,08 0,31 0,14 

 

Endometroide Karzinome       
Probe ERα ERα∆Ex5 ERβ PgR AIB1 TIF2 SRC1a SRC1e 
E13 0,00 0,00 0,00 0,01 0,63 0,52 0,12 0,13 
E14 7,61 2,28 0,11 0,03 8,17 5,44 1,60 1,47 
E32 2,45 0,89 0,04 7,22 10,17 8,46 0,77 1,07 

         
Endometriumgewebe-praemenopausal     
EN3 0,38 0,24 2,28 16,35 18,80 14,91 1,69 2,32 
EN4 28,28 0,94 5,98 10,51 20,23 24,04 4,16 5,29 
EN6 2,72 1,18 34,66 30,77 49,22 19,70 5,54 6,88 
EN8 0,67 0,26 24,83 6,76 39,30 9,82 2,26 3,05 

         
Endometriumgewebe-postmenopausal 
EN9 5,24 0,83 0,00 1,69 5,83 3,32 0,41 0,28 
EN10 0,88 0,25 0,00 2,74 28,46 2,57 0,89 0,89 

 
Tab.3.25.: Die relativen Expressionswerte (RE) der Steroidrezeptoren und Steroidrezeptor-Koaktivatoren in 
Endometriumkarzinomen (E) und –normalgeweben (EN). Die Werte stellen die Mittelwerte von 
Dreifachbestimmungen dar. (SP = Sekretionsphase, PP = Proliferationsphase).  
 
 

frühe SP 
mittlere SP 
frühe PP 
späte PP 
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Aus den relativen Expressionswerten lassen sich folgende Aussagen treffen (Tab.3.25): 

• Die durchschnittlichen Standardabweichungen waren bei den Bestimmungen der relativen 

Expressionshöhen folgendermaßen: SA(ERα) = ±0,334; SA(ERα∆Exon5) = ±0,088; 

SA(ERβ) = ±0,041 (in den Karzinomen) und ±0,501 (in den Normalgeweben); SA(PR) = 

±0,425; SA(AIB1) = ±1,000; SA(TIF2) = ±0,718; SA(SRC-1a) = ±0,081; SA(SRC-1e) = 

±0,137. 

• Die Stärken der relativen Expressionswerte lassen sich unter Berücksichtigung der bei der 

quantittativen RT-PCR angewendeten Zyklenzahl in folgende Reihenfolge stellen:  

TIF2 > AIB1 > PR > SRC-1 (SRC-1e > SRC-1a) > ERα (wt > ∆Exon5) > ERβ. 

• Während in einigen Proben für einen oder mehrere Steroidrezeptoren keine mRNA 

nachgewiesen werden konnten (RE = 0), waren die Steroidrezeptor-Koaktivatoren in allen 

Proben nachweisbar. 

• Die relativen Expressionswerte der SRCs lagen in den Karzinomen nicht höher, als in den 

Normalgeweben.  

• Die Expressionswerte des ERα unterschieden sich nicht grundlegend zwischen den 

Karzinomen, sowie den prae- und postmenopausalen Normalgeweben. 

• Die Expression des ERβ zeigte die größten Unterschiede: In den postmenopausalen 

Normalgeweben, sowie den Karzinomen (postmenopausal) war der ERβ deutlich 

niedriger exprimiert, als in den praemenopausalen Normalgeweben. Hierbei schien die 

ERβ-Expression in den praemenopausalen Endometriumgeweben Veränderungen durch 

den menstruellen Zyklus zu unterliegen. 

• Die Expression der SRCs lag in den praemenopausalen Normalgeweben höher, als in den 

postmenopausalen. Die in den Karzinomen gemessenen Expressionshöhen schwankten in 

einem Bereich zwischen den prae- und postmenopausalen Expressionshöhen. 

 

Mögliche Zusammenhänge zwischen den mRNA-Expressionswerten der Komponenten der 

ER-Transaktivierungsmaschinerie in den 27 Adenokarzinomen wurden mit Hilfe der 

Spearman-Rangkorrelation analysiert.  

Die Expression des ERα korrelierte stark positiv (P < 0,01) mit der Expression seiner Exon5-

Spleißvariante (r = 0,860; P < 0,001). Zudem korrelierte sie deutlich mit der Expression des 

Progesteronrezeptors (r = 0,637; P < 0,001), der von AIB1 (r = 0,554; P = 0,003) und der 

SRC-1-Variante a (r = 0,529; P = 0,005). Etwas schwächer (0,01 < P < 0,05) korrelierte sie 

mit der von TIF2 (r = 0,428; P = 0,026 ) und SRC-1e (r = 0,480; P = 0,011). Keine Beziehung 



3. Ergebnisse                                                                                                                           88 

wurde zu der Expression des ERβ aufgezeigt. Für die Expression der ERα-Exon5-

Deletionsvariante waren die Korrelationen, die für die ERα-Wildtyp-Expression gezeigt 

wurden, noch deutlicher (PR: r = 0,586; P = 0,001 / AIB1: r = 0,601; P = 0,001 / TIF2: r = 

0,493; P = 0,009 / SRC-1a: r = 0,621; P = 0,001 / SRC-1e: r = 0,503; P = 0,007). 

Im Gegensatz zur ERα-Expression korrelierte die ERβ-Expression mit keiner der anderen 

gemessenen Expressionen.  

Die PR-Expression zeigte neben der Beziehung zur ERα-Expression eine deutliche 

Korrelation zu der Expression von AIB1 (r = 0,495; P = 0,009) und eine etwas schwächere zu 

der von SRC-1a (r = 0,440; P = 0,022). Keine Korrelation bestand zu TIF2 und SRC-1e, 

sowie ERβ. 

Neben den positiven Korrelationen zu den Steroidrezeptor-Expressionen zeigte sich für die 

Expressionen der SRCs auch ein starker Zusammenhang untereinander. Die Expressionswerte 

von AIB1 korrelierten deutlich positiv mit denen von TIF2 (r = 0,555; P = 0,003), SRC1a (r = 

0,600; P = 0,001) und SRC-1e (r = 0,626; P = 0,001), die von TIF2 korrelierte zusätzlich mit 

denen von SRC-1a (r = 0,667; P = 0,001) und SRC-1e (r = 0,733; P = 0,001) und die 

Expressionshöhen von SRC-1a und SRC-1e (r = 0,850; P = 0,001) korrelierten positiv 

miteinander.  

Bei den Expressionsbestimmungen in den drei endometroiden Karzinomen ergab sich kein 

klares Bild. Die Werte der gemessenen Expressionen waren unterschiedlich stark. 

Bei der Analyse der vier praemenopausalen Normalgeweben zeigten sich phasenabhängige 

Expressionsunterschiede. Diese gingen mit den Ergebnissen der immunhistologischen 

Untersuchungen (Kapitel 3.1.) einher. ERα, ERβ, PR und die SRCs waren deutlich exprimiert 

(Abb.3.25). Im Vergleich dazu wurden in zwei postmenopausalen Endometriumgeweben die 

Expressionen bestimmt. Hier zeigte sich eine leicht niedrigere Expression von TIF2 und der 

SRC-1-Varianten. Ein besonders deutlicher Unterschied lag bei der ERβ-Expression, wobei 

die beiden postmenopausalen Gewebeproben ERβ-negativ waren. Dieses Bild wurde noch 

deutlicher durch einen Vergleich der praemenopausalen Normalgeweben zu den 

postmenopausalen Karzinomen. Von den 27 Adenokarzinomen waren 12 ERβ-negativ mit 

maximalem Expressionswert von 0,27. Im Vergleich dazu lag der REV[ERβ] in den 

praemenopausalen zwischen 2,28 und 34,66, also um mehr als das 6,2-fache höher als der 

Maximalwert der postmenopausalen Karzinome. 

Um einen Vergleich zwischen den Ergebnissen der Expressionsmessungen auf mRNA-Ebene 

und den immunhistologischen Untersuchungen der zyklusabhängigen Proteinexpressionen zu 

schaffen, wurden neben der RNA-Extraktion von einigen Gewebeproben Gefrierschnitte 
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angefertigt, die immunhistologisch untersucht wurden. Es zeigte sich, daß die Expressions-

werte mit einem relativen Maß von starker, schwacher und keiner spezifischen Färbung 

übereinstimmten (Abb. 3.23.A). 

 
Abb.3.23.A,B: Immunhistologische Untersuchung von gefriergeschnittenen Geweben (A) zum Nachweis des 
ERα (20x) im Vergleich zu einem quantitativ bestimmten relativen Expressionswert (RE[ERα]) von 28,28 und 
(B) zum Nachweis von TIF2 (40x) im Vergleich zu einem quantitativ bestimmten relativen Expressionswert 
(RE[TIF2]) von 24,04. 
 

An den Gefrierpräparaten konnte auch die Proteinexpression des dritten SRC, TIF2, unter-

sucht werden, da an diesen Präparaten der Antikörper von TIF2 ein spezifische Färbung be-

wirkte (Abb.3.23.B). Es zeigt sich ein deutlicher TIF2-Nachweis im Zytoplasma der Drüsen-

epithelzellen. Die Färbung ist basal etwas stärker als luminal (frühe Sekretionsphase). 

Zusammengenommen mit den mRNA-Expressionswerten scheint TIF2, ähnlich wie AIB1 

und SRC-1, durchgehend im Zyklus exprimiert zu werden und nur leichten Schwankungen im 

Verlauf des Zyklus zu unterliegen. 

 

3.2.3. Korrelation der mRNA-Expressionslevel in Karzinomen zu klinischen Parametern 

Für die Endometriumkarzinome wurden neben den Expressionshöhen auch klinische 

Parameter bestimmt und eine Korrelation zwischen den relativen Expressionswerten 

(Tab.3.25.) und diesen Parametern, bzw. den Parametern untereinander analysiert. Zu den 

Parametern gehörten das Alter, das Grading, die Tumorgröße, der Nodalstatus, der 

Metastasierungsstatus (nach der TNM-Klassifikation) und die FIGO-Klassifikation.  

Für ERα, sowie seine Exon5-Spleißvariante, ERβ, PR und AIB1 war keine Korrelation 

zwischen ihrer Expressionshöhen und den klinischen Parametern aufzuzeigen. Für die TIF2-

Expression zeigte sich eine leichte positive Korrelation zum Grading (r = 0,411; P = 0,033). 

Für die beiden SRC1-Varianten ergaben sich jeweils leicht positive Korrelationen zum FIGO-

Status (1a: r = 0,410; P = 0,034 / 1e: r = 0,417; P = 0,030) und der Tumorgröße (1a: r = 0,385; 

P = 0,047 / 1e: r = 0,385; P = 0,048). 

 

A B
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3.2.4. Einfluß einer AIB1-Amplifikation auf die AIB1-mRNA-Expression in 

Endometrium- und Mammakarzinomen 

Genamplifikationen können eine erhöhte Expression des amplifizierten Gens bewirken. 

Anzick et al. (1997) berichteten von einem vermehrten Auftreten einer Genamplifikation des 

AIB1-Gens (Chromosom 20q12) in Mammakarzinomen und einer damit verknüpften 

Überexpression der AIB1-mRNA. Als Methode für ihre Analysen verwendeten sie FISH 

(fluorescence in situ hybridization). Diese Ergebnisse sollten mit Hilfe der quantitativen 

differentiellen PCR an 127 Mammakarzinomen nachvollzogen und zusätzlich eine 

Amplifikationsbestimmung in 30 Endometriumkarzinomen durchgeführt werden. In 23 

Mamma- und den 30 Endometriumkarzinomen wurde zudem die AIB1-Expression bestimmt. 

 

(a) Etablierung der quantivativen differentiellen PCR 

Die quantitative differentielle PCR (qdPCR) war in unserem Labor für die Amplifikations-

messung der Gene erbB2, c-myc, CDK4 und int-2 (An, 1997, 1999, Niederacher, 1999) 

bereits etabliert. Die gemessenen Amplifikationen dieser Gene korrelierten teilweise eindeutig 

mit dem Tumorwachstum. Die qdPCR ermöglichte eine genaue Bestimmung der Kopienzahl 

eins Gens. Dieses geschah im Vergleich mit einem internen Standard, der bei der 

Untersuchung in einem PCR-Ansatz koamplifiziert wurde. Die Kopienzahl des AIB1-Gens 

wurde im Vergleich zum γ-Interferon-Gen, ein single copy-Gen bestimmt (Abb. 3.24.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb.3.24.: Die Datenanalyse mit Fragment Manager V1.1 Software zeigt das Elektrophoretogramm der 
Produkte einer qdPCR von AIB1 und γ-Interferon. Spur 11: normale DNA aus Lymphozyten, Spur 9: Tumor-
DNA. Es ist kein Unterschied und somit keine Amplifikation von AIB1 in der Tumor-DNA zu erkennen. 
 

AIB1                                                                                      

                                                                                                                                                                            

                                                                                      γγγγ 

  

 -Interferon
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Die PCR-Bedingungen waren auf dieselbe Art wie bei der quantitativen RT-PCR optimiert 

worden. Die optimalen Bedingungen waren : 

 

Gene PCR-Ansatz PCR-Bedingungen 

 
 
Zielgen : AIB1 
 
Referenzgen : γ-IFN 
 

 
125 µM dNTPs 
1x PCR-Reaktionspuffer 
je 40 pmol AIB1-Primer 
je 40 pmol γ-IFN-Primer 
2,5U Taq-Polymerase 
Reaktionvolumen : 50 µl 

 
1x     10 min.     94°C 
30x     1 min.     94°C 
           1 min.     58°C 
           1 min.     72°C 
1x       8 min.     72°C 

 

Mit Hilfe eines mixed template-Assay (An, 1997) wurde die Genauigkeit der optimierten 

qdPCR überprüft. In diesem Assay wurde genomische DNA der Brustkrebszellinie MCF7, in 

der eine >20-fache Amplifikation des AIB1-Gens nachgewiesen wurde (Anzick, 1997), mit 

Lymphozyten-DNA ohne Amplifikation in verschiedenen Verhältnissen gemischt.  

Abb.3.25.: Mixed template – Assay: Verdünnung von MCF7-DNA (x-fache AIB1-Amplifikation) mit Lympho-
zyten-DNA (ohne AIB1-Amplifikation) erzeugt artifizielle Levels einer AIB1-Genamplifikation. 
 
 
Die Amplifikation des AIB1-Gens in MCF7-Zellen konnte bestätigt werden. Sie betrug nur 

das 10-fache, im Gegensatz zu dem mehr als 20-fachen, wie von Anzick et al. (1997) 

beschrieben (Abb.3.25.). 
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3.2.4.2. AIB1-Genamplifikation in Mamma- und Endometriumkarzinomen 

Mit Hilfe der quantitativen differentiellen PCR wurden 127 sporadischen Mamma- und 30 

sporadische Endometriumkarzinome auf eine Amplifikation des AIB1-Gens untersucht (Be-

schreibung des Kollektivs im Anhang). Dieses geschah im Vergleich zu Referenzwerten, die 

durch Messungen mit Lymphozyten-DNA (ohne AIB1-Amplifikation) derselben Patientinnen 

bestimmt wurden, festgelegt wurden. Der Mittelwert ± Standardabweichung (SA) der 

Amplifikationsmessung in den Referenzproben war 1,06 ± 0,19. Amplifikationswerte (A) 

über 1,44 (Mittelwert [Referenzproben] + 2 * SA) zeigten somit eine signifikante 

Amplifikation des AIB1-Gens an. In keinem der Mamma- oder Endometriumkarzinome 

wurde ein Amplifikationswert >1,44 gemessen (Tab. 3.26a und b). Es lag somit weder in den 

127 sporadischen Mamma-, noch in den 30 sporadischen Endometriumkarzinomen eine 

signifikante Amplifikation des AIB1-Gens vor. 
 

Probe A (AIB1) Probe A (AIB1) Probe A (AIB1) Probe A (AIB1)
1 0,93 36 1,46 72 0,88 216 0,77 
3 0,41 37 1,06 74 1,37 217 1,10 
4 0,92 38 1,01 75 1,20 218 0,87 
5 1,00 39 1,23 76 1,34 219 0,94 
6 0,65 40 1,07 77 1,28 220 0,84 
8 0,88 41 1,05 78 1,24 221 1,03 
9 1,23 42 1,30 81 0,79 222 0,94 
10 1,12 43 1,39 82 1,12 223 1,11 
11 1,34 44 1,39 84 0,78 224 0,88 
12 1,10 45 1,25 85 0,70 227 0,85 
13 1,50 46 1,42 86 0,42 228 1,19 
14 1,29 47 0,69 87 0,71 229 0,78 
15 1,35 48 0,98 88 1,03 230 1,01 
16 1,38 49 1,24 89 0,90 231 1,00 
17 1,31 50 0,74 90 0,94 232 0,94 
18 0,96 51 0,83 91 0,99 251 1,35 
19 0,97 52 1,39 92 0,90 252 1,20 
20 1,18 53 1,21 93 1,15 253 0,98 
21 1,43 54 1,08 95 1,30 254 0,87 
22 1,42 55 0,83 96 1,01 255 1,09 
23 1,08 56 0,86 97 1,32 256 0,90 
24 1,38 57 0,92 98 1,24 258 0,96 
25 0,94 59 1,11 99 1,13 259 1,01 
26 0,86 60 0,79 200 0,73 260 0,99 
28 1,15 61 0,52 201 1,03 261 0,95 
29 1,07 62 0,72 202 1,01 262 0,94 
30 1,31 66 0,86 204 0,95 264 0,97 
31 1,25 67 0,86 205 0,89 265 0,97 
32 0,88 68 0,85 212 0,83 266 1,03 
33 1,05 69 1,03 213 0,94 267 1,01 
34 0,88 70 0,83 214 0,99 269 1,05 
35 1,24 71 0,69 215 0,92  

 
Tab. 3.26a.: Amplifikationswerte des AIB1-Gens in Mammakarzinomen: Keiner  
der Werte liegt über 1,44, was bedeutet, daß keine Amplifikation vorliegt. 
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Probe A (AIB1) Probe A (AIB1) Probe A (AIB1) Probe A (AIB1) 
E1 0,89 E11 0,84 E19 0,78 E27 1,09 
E2 0,95 E12 0,87 E20 0,90 E28 0,85 
E3 0,85 E13 0,85 E21 0,99 E29 1,11 
E4 0,88 E14 0,76 E22 1,06 E31 0,99 
E5 0,71 E15 0,82 E23 1,41 E33 0,98 
E6 0,83 E16 1,10 E24 1,08 E34 1,07 
E8 0,76 E17 0,84 E25 0,98  
E9 0,81 E18 0,87 E26 1,07  

Tab. 3.26b.: Amplifikationswerte des AIB1-Gens in Endometriumkarzinomen (E): 
Keiner der Werte liegt über 1,44, was bedeutet, daß keine Amplifikation vorliegt. 

 

3.2.4.3. AIB1-Amplifikation in Karzinomzellinien 

Verschiedene Karzinomzellinien wurden auf eine mögliche AIB1-Amplifikation untersucht. 

Hierzu gehörten die ER- und PR-positiven Brustkrebszellinien MCF7 und T47D, die ER/PR-

negativen Brustkrebszellinien SK-BR-3 und BT-20, die Endometrium-karzinomzellinien RL 

95-2, Ishikawa (beide ER/PR-positiv) und HEC-1a (ER/PR-negativ), sowie die Zellinien 

HeLa (ER/PR-positiv), OVCAR3 (ER/PR-negativ) und A-431 (ER/PR-negativ). Von diesen 

Zellinien zeigten sich nur für MCF7 und HeLa erhöhte AIB1-Amplifikationswerte im 

Vergleich zu dem vom Lymphozyten-DNA, die als Referenz-DNA keine AIB1-Amplifikation 

enthielt. Es lag in MCF7-Zellen eine 10-fache und in HeLa-Zellen eine 3-fache Amplifikation 

des AIB1-Gens vor. Die durchschnittliche Standardabweichung lag bei ±0,24. 

Zellinie A (AIB1) 

MCF7 9,89 

T47D 1,30 

SK-BR-3 1,26 

BT-20 1,18 

RL-95-2 0,91 

AN3Ca 1,22 

Ishikawa 1,14 

HEC-1a 1,01 

HeLa 2,93 

OVCAR3 1,10 

A-431 1,17 

Tab.3.27.: Amplifikationswerte (A) des AIB1-Gens in  
Karzinomzellinien. 
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3.2.4.4. AIB1-mRNA-Expression in Mammakarzinomen  

In 23 Mammakarzinomen und 3 normalen Mammageweben wurde die AIB1-Expression im 

Vergleich zur Expression von GAPDH als internem Standard gemessen. Der Mittelwert des 

relativen AIB1-Expressionswertes in den Normalgeweben lag bei 0,55 ± 0,10, der in den 

Karzinomen lag bei 0,56 ± 0,15. Expressionswerte größer als 0,75 (Mittelwert + 2 * SAnormal) 

wurden als Überexpression gewertet. Drei der 23 Mammakarzinome (13%) wiesen erhöhte 

AIB1-Expressionslevel auf (3,7-, 4,7- und 4,9-fach). 
 

Probe A (AIB1) Probe A (AIB1) Probe A (AIB1)
1 0,62 24 0,60 48 0,38 
4 0,29 26 0,77 49 0,47 
5 0,29 30 0,60 74 0,68 
8 1,16 31 0,49 81 2,60 
14 0,22 34 2,03 82 2,67 
15 0,40 38 0,47 N258 0,33 
19 0,60 40 0,75 N261 0,63 
21 0,71 45 0,55 N259 0,69 
23 0,33 47 0,81 
 Tab.3.28.: Relative Expressionswerte von AIB1 in 23  

Mammakarzinomen und 3 normalen Mammageweben (N). 
 

Die gemessenen Expressionshöhen wurden mit Hilfe der Spearman-Rangkorrelation mit 

klinischen Daten, wie Alter, Tumorgröße, Nodalstatus, Metastasierung und Grading, ERα- 

und PR-Gehalt verglichen. Die Stadieneinteilung der Mammakarzinome bezüglich der Größe 

des Primärtumors, dem Auftreten regionärer Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen 

wurde im Morphologischen Labor der Universitätsfrauenklinik routinemäßig nach dem TNM-

System (Pfleiderer, 1994), entsprechend der Richtlinien der UICC (Union International 

Contre Cancer, 1972), durchgeführt. In den untersuchten Mammakarzinomen wurde eine 

positive Korrelation mit dem Nodalstatus aufgezeigt (r = 0,530; P = 0,011). Keine Beziehung 

wurde festgestellt zum Alter (r = 0,271; P = 0,223), der Tumorgröße (r = -0,002; P = 0,995), 

dem Metastasierungsstatus (r = 0,225; P = 0,315), dem Grading (r = 0,113; P = 0,615), dem 

ERα-Gehalt (r = 0,295; P = 0,235) und dem PR-Gehalt (r = -0,055; P = 0,832). Die 

Signifikanz der positiven Korrelation zwischen relativem AIB1-Expressionlevel und dem 

Auftreten regionärer Lymphknotenmetastasen ist bei einem Wert von 0,011 als stark 

einzuordnen. 
 

3.2.4.5. AIB1-mRNA-Expression in Karzinomzellinien 

Die AIB1-mRNA-Expression wurde in Mamma- und Endometriumkarzinomzellinien und der 

Zervixkarzinomzellinie HeLa, die eine AIB1-Genamplifikation  aufwies, bestimmt.  
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Zellinie RE (AIB1) Zellinie RE (AIB1) 

SK-BR-3 0,80 Ishikawa 0,51 

BT-20 0,45 AN3Ca 0,17 

MCF7 1,63 RL-95-2 0,49 

T47D 0,52 HEC-1a 0,33 

HeLa 1,11   

Tab.3.29.: Relative Expression von AIB1 in Mamma- und Endometriumkarzinomzellinien, sowie der 
Zervixkarzinomzellinie HeLa. 
 

Im Vergleich zu den relativen Expressionswerten der Mammanormalgewebe liegt die 

Expression der Mammakarzinomzellinie MCF7 um das etwa 3-fache erhöht vor. Die REs der 

Mammakarzinomzellinien weichen von diesem Mittelwert der Normalgewebe (0,55) kaum 

ab. Bezieht man die in der Zellinie HeLa gemessene Expression auf diesen Wert, findet sich 

hier eine Erhöhung um das 2-fache. Die Expressionshöhen in den 

Endometriumkarzinomzellinien liegen, verglichen mit den REs der Endometriumkarzinome 

und –nromalgewebe (Tab.3.25), deutlich unter diesen Werten.  

 

3.3. Zelluläre Effekte von Raloxifen in der Endometriumkarzinomzellinie 

RL-95-2 
Neben den bisher getesteten ER-vermittelten Regulationsmechanismen könnte Raloxifen 

andere Effekte auf Endometriumkarzinomzellen ausüben, welche direkt oder sekundär über 

andere Mechanismen Einfluß auf die Regulation bestimmter Gene und zellulärer Systeme 

haben könnten. Von besonderem Interesse war hierbei, ob Raloxifen den Zellzyklus oder die 

Morphologie der Zellen beeinflußt. 

 

3.3.1. Raloxifen : Effekte auf zelluläre Markerproteine 

Effekte von Raloxifen auf die Differenzierung, Proliferation und Apoptose der EC-Zellinie 

RL-95-2 wurden durch die Analyse bestimmter Markerproteine untersucht. Zudem wurden 

Veränderungen der Proteinlevels der Steroidrezeptoren ERα, ERβ und PR, sowie des 

Steroidrezeptor-Koaktivators SRC-1 untersucht. Das antiöstrogene bzw. östrogene Potential 

von Raloxifen wurde neben den Messungen auf mRNA-Ebene somit zusätzlich durch 

Untersuchungen auf Protein-Ebene analysiert. Die Effekte von RLX wurden dabei mit denen 

von 17β-Östradiol verglichen. 

Die Ergebnisse der Färbungen der Immunreaktionen wurden folgendermaßen ausgewertet: 

- Gezählt wurden Zellen mit starker Kern- oder Zytoplasmafärbung; 
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- Durch starkes Wachstum der Zellen entstanden bei einigen Proben zu späteren 

Zeitpunkten (Tage 4 und 7) zwei Zellschichten. Hiervon wurde in den doppelschichtigen 

Bereichen nur die obere gewertet. Auffälligkeiten in den unteren Schichten wurden 

vermerkt und mit in die Auswertung einbezogen. 

- Bei zu starken Färbungen wurden keine Zählungen durchgeführt, sondern die Färbungen 

subjektiv (von zwei verschiedenen Personen) miteinander verglichen und die allgemeine 

Stärke der Signale gewertet.  

- Bei den prozentualen Auszählungen wurden jeweils 4 verschiedene Areale â 100 Zellen 

ausgezählt und der Mittelwert bestimmt. 

 

3.3.1.1. ER-Transaktivierungsmechanismus 

(a) Progesteronrezeptor 

Der Progesteronrezeptor war in fast allen Kontrollzellen nachzuweisen, wobei sich aber die 

Signale in den einzelnen Proben stark in ihrer Intersität unterschieden.  

 

 1 2 4 

Ktrl. 7 8 9 

E2 12 14 18 

RLX 8 11 27 
Tabelle 3.30.: Prozentualer Anteil von PR-positiven Zellen (mit deutlichen Kernfärbungen) bei Inku-
bation mit EtOH (Vehikel), E2 oder RLX  nach einer unterschiedlichen Anzahl an Tagen. 

 

In den unbehandelten Kontrollzellen zeigte sich eine stabile PR-Expression, wobei an diesen 

Proben gut die Signalunterschiede aufgrund der steigenden Zellzahl und des damit 

verbundenen dichteren Wachstums auszumachen waren. Nach 7 Tagen waren wegen des 

dichten Wachstums keine genaue Zählungen mehr möglich, dafür wurde hierdurch aber eine 

subjektive Abschätzung der Expressionsstärke deutlich leichter. Zu diesem Zeitpunkt zeigte 

sich für den Progesteronrezeptor in der oberen Zellschicht eine durchgehend starke granuläre 

Färbung vorwiegend im Zytoplasma und teilweise in den Zellkernen. Die untere Zellschicht 

wies ähnliche Signale in schwächerer Form auf. Durch Inkubation mit E2 wurde die 

Expression des PR nach einem Tag deutlich erhöht. Neben der vermehrten Kernfärbung 

zeigte sich auch eine Verstärkung der granulären Zytoplasmafärbung. Diese Stimulation war 

auch nach 2 und 4 Tagen zu detektieren. Im Verlauf des Experiments wurden allgemein die 

Färbungen zwar schwächer, aber die Tendenz zu einer Stimuation hielt an (Abb.3.26.A). 

Unter Einfluß von Raloxifen wurde die PR-Expression nach einem Tag nicht beeinflußt. Die 
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Signale im Zytoplasma waren etwas schwächer als in den Kontrollzellen und der prozentuale 

Anteil lag auch unter dem Wert der Kontrolle (23% zu 27%). Dieses Bild änderte sich nach 

Tag 2. Ab diesem Zeitpunkt zeigte sich die PR-Expression im Vergleich zu den Kontollzellen 

erhöht. Dieses zeigt sich durch den erhöhten Prozentanteil der Kernfärbungen, sowie die 

allgemeine Stärke der Zytoplasmasignale. Nach 7 Tagen wurde diese Steigerung besonders in 

den oberen Zellschichten deutlich (Abb.3.26.B).  

 
Abb.3.26.A,B: Nachweis des Progesteronrezeptors in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach 7 
Tagen E2-Inkubation (400x) und (B) nach 7 Tagen RLX-Inkubation (400x). 
 

(b) Östrogenrezeptor αααα 

Die Auswertung wurde wie beim PR durchgeführt. Hierbei zeigte sich, im Gegensatz zum 

PR, nicht in jeder Zelle ein ERα-Signal. Besonders in den unteren Zellschichten wurden 

vorwiegend granuläre, zytoplasmatische Expressionssignale und weniger Signale in den 

Zellkernen detektiert. Die Zählungen wurden in Bereichen durchgeführt, in denen eine 

einzelne Zellschicht vorlag. Es wurden nur Zellen gewertet, die eine Kernfärbung aufwiesen 

(Tab.3.31.). 
 

 1 2 4 

Ktrl. 15 14 10 

E2 44 42 37 

RLX 16 13 13 

Tabelle 3.31.: Prozentualer Anteil von ERα-positiven Zellen bei Inkubation mit E2 oder RLX bzw. in der   
nicht behandelten Kontrolle nach einer unterschiedlichen Anzahl an Tagen. 

 

Die Expression des ERα in den Kontrollzellen verhielt sich im Verlauf des Experiments 

stabil, was daraufhin deutet, daß die Expression des ERα durch die experimentellen 

Gegebenheiten nicht beeinflußt wurde. Am Tag 7 zeigte sich in den unteren Zellebenen eine 

durchgehende granuläre Zytoplasmafärbung und in den oberen Ebenen neben einer starken 

A B
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Zytoplasmafärbung eine fast durchgehende Kernfärbung (Abb.3.27.A). Unter E2-Einfluß 

stieg der ERα-Level leicht an und blieb auf diesem Level (Abb.3.27.B). Am Tag 7 zeigt sich 

in der unteren Zellschicht nur in ~5% der Zellen eine schwache granuläre, zytoplasmatische 

Färbung. In der oberen Zellebene wurde eine schwächere Kern- und Zytoplasmafärbung 

detektiert. Durch RLX wurde der ERα-Proteinlevel bis zum Tag 4 nicht beeinflußt. 

Signalstärken und prozentualer Anteil der ERα-positiven Zellen waren wie bei den 

Kontrollwerten. Nach sieben Tagen Inkubation mit RLX zeigte sich ein etwas höherer ERα-

Proteingehalt als in den nicht-behandelten Zellen (Abb.3.27.C).   
 

Abb.3.27.A-C: Nachweis des Östrogenrezeptor α in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach 7 
Tagen ohne Hormonbehandlung (250x), (B) nach einem Tag E2-Inkubation (400x) und (C) nach 7 Tagen RLX-
Inkubation (400x). 
 

(c) Östrogenrezeptor ββββ 

Die Expression des ERβ zeigte einen deutlichen Unterschied bezüglich Signalen mit Kern- 

bzw. Zytoplasmalokalisation zwischen inkubierten und nicht-inkubierten Zellen.  
 

 1 2 4 

Ktrl. 27 23 17 

E2 32 36 24 

RLX 29 21 31 
           Tabelle 3.32: Der durchschnittliche prozentualer Anteil von ERβ-positiven Zellen bei Inkubation 
            mit Östradiol, Raloxifen oder Vehikel (EtOH) nach einer unterschiedlichen Anzahl an Tagen. 

A B

C 
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In den unbehandelten Zellen war hauptsächlich eine zytoplasmatische Expression zu 

erkennen. Diese war granulär und trat in nahezu allen Zellen auf. In den Zellkernen wurde der 

ERβ an den Tagen 1 und 2 stärker nachgewiesen als zu den späteren Meßpunkten 

(Abb.3.28.A). Nach 4 und 7 Tagen waren bei mehrschichtigen Kulturen besonders die oberen 

Schichten stark positiv. Unter Einfluß von E2 nahm die Häufigkeit der ERβ-positiven 

Zellkerne stark zu. Bei einer Inkubationsdauer von 4 bzw. 7 Tagen war der ERβ in der oberen 

Zelllage verstärkt nachzuweisen (Abb.3.28.B). In der oberen Zellschicht waren nach vier 

Tagen deutliche ERβ-Signale in den Zellkernen zu sehen, wohingegen eine 

Zytoplasmafärbung seltener auftrat als in den Kontrollzellen. Ein ähnliches Resultat ergab 

sich bei Behandlung mit RLX. Der ERβ-Level war nach vier Tagen höher als in den 

Kontrollzellen (Abb.3.28.C). Der hauptsächliche Unterschied bestand darin, daß wie bei der 

E2-Behandlung, der ERβ hauptsächlich in den Zellkernen und weniger im Zytoplasma 

detektiert wurde. 

 

 
Abb.3.28.A-C: Nachweis des Östrogenrezeptor α in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach 4 
Tagen ohne Hormonbehandlung (400x), (B) nach einem Tag E2-Inkubation (400x) und (C) nach 7 Tagen RLX-
Inkubation (250x). 
 
 
 
 
 
 

A B

C 
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(d) SRC-1 

Der Steroidrezeptor-Koaktivator SRC-1 zeigte sich primär in zytoplasmatischen Signalen. 

 

 1 2 4 

Ktrl. 13 16 15 

E2 42 27 31 

RLX 10 15 35 
          Tabelle 3.33.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil SRC1-positiver Zellen bei Inkubation der   
          Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inku- 
          bationsdauer (in Tagen). 
 

Die SRC-1-Expressionen schwankten in den Kontrollzellen im zeitlichen Verlauf leicht 

bezüglich der Stärke der zytoplasmatischen Signale. Am Tag 1 wurde unter E2-Wirkung ein 

erhöhter SRC-1-Level deutlich, der im weiteren Verlauf leicht erhöht blieb (Abb.3.29.A). 

Dagegen wurde die SRC-1-Proteinmenge durch RLX-Einwirkung für 1 und 2 Tage erst nicht 

verändert (Abb.3.29.B), erreichte nach 4 und 7 Tagen aber den erhöhten Level (Abb.3.29.C), 

der bei der E2-Inkubationsreihe offenbar wurde. 

 
Abb.3.29.A-C: Nachweis von SRC-1 in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach einem Tag E2-
Inkubation (400x), (B) nach einem Tag RLX-Inkubation (400x) und (C) nach 7 Tagen RLX-Inkubation (250x). 
 

 
 

A B

C 
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3.3.1.2. Apoptosemarker 

Zur Analyse apoptotischer Prozesse in den hormonbehandelten Zellen wurden das 

Vorkommen und dessen Veränderungen pro- und antiapoptotischer Markerproteine überprüft. 

Zum Vergleich wurden Zellen herangezogen, die mit 10-6 M RU486, von dem angenommen 

wird, daß es im Endometrium apoptotische Effekte hervorruft (Critchley, 1999), inkubiert 

wurden. Die RU486-behandelten Zellen wurden auf ihren bcl-xL- (antiapoptotisch) und ihren 

bak-Proteinlevel (proapoptotisch) untersucht. 

 

(a) Cytokeratin 18 (CK18) 

Durch den M30-Antikörper können Abbauprodukte des proteolytischen Schneidens von 

Cytokeratin 18 als Signal für frühe apoptotische Prozesse aufgezeigt. 

 

 1 2 4 7 

Ktrl. 1 – 2  2 – 3  4 2 

E2 2 – 3 2 – 3  2 – 3  2 – 3 

RLX 1 – 2  2 2 1 – 2  
Tabelle 3.34.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil M30-positiver Zellen bei Inkubation der Endometrium-
karzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inkubationsdauer (in Tagen). 
 

Der Nachweis frühapoptotischer Prozesse durch M30 fiel insgesamt sehr schwach aus 

(Tab.3.34.). Im zeitlichen Verlauf war die Anzahl der M30-positiven Zellen relativ konstant. 

Die Signale beschränkten sich hierbei auf das Zytoplasma (Abb.3.30.A). Durch E2 wurde 

kein Unterschied zu dem in der Kontrollreihe festgestellten Bild bewirkt (Abb.3.30.B). Es 

waren, wie in der Meßreihe ohne hormonellen Einfluß, durchgehend 2-3% der Zellen M30-

positiv. Auch unter RLX-Einwirkung wurde keine Abweichung von diesem Bild deutlich. In 

dieser Inkubationsreihe wurden zu allen Zeitpunkten in ca. 2% der Zellen dieser 

frühapoptotische Prozeß detektiert (Abb.3.30.C). 
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Abb.3.30.A-C: Nachweis von CK18 in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach einem Tag ohne 
Hormonbehandlung (250x), (B) nach zwei Tagen E2-Inkubation (250x) und (C) nach vier Tagen RLX-
Inkubation (250x). 
 

(b) bcl-2 

 bcl-2 wirkt antiapoptotisch und ein Verlust der bcl-2-Expression weist auf ein apoptotisches 

Potential in einer Zelle hin.  

 

 1 2 4 7 

Ktrl. 55 53 16 5 – 7  

E2 50 38 15 20 – 25  

RLX 52 51 9 4 
Tabelle 3.35.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil der bcl-2-positiven Zellen bei Inkubation der Endometri-
umkarzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inkubationsdauer (in Tagen). 
 

Das bcl-2-Protein ließ sich als feine, zytoplasmatische Granula nachweisen (Abb.3.31.). Alle 

drei Inkubationsexperimenten führten zu einer starken Abnahme der bcl-2-Signale im 

zeitlichen Verlauf. In den Kontrollproben zeigte sich an den ersten beiden Tagen in etwa der 

Hälfte der Zellen eine bcl-2-spezifische Färbung, während nach 7 Tagen nur noch ca. 7% der 

Zellen bcl-2-positiv waren. Unter Einfluß von Östradiol war nach einem Tag etwa die gleiche 

Anzahl Zellen bcl-2-positiv, wobei die Signale aber deutlich stärker ausfielen. Am 2. Tag der 

E2-Inkubationsreihe traten dann wesentlich weniger und schwächere bcl-2-Signale auf als in 

den Kontrollzellen. Nach 7 Tagen war das Verhältnis genau umgekehrt. Mehr Zellen zeigten 
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ein deutlich stärkeres bcl-2-Signal. Raloxifen hatte zu den ersten beiden Zeitpunkten keinen 

Effekt auf die Häufigkeit und die Stärke der bcl-2-Signale. Nach 4 bzw. 7 Tagen waren etwas 

weniger Zellen bcl-2-positiv als in der Kontrollreihe und deutlich weniger als unter E2-

Einfluß.  

 
Abb.3.31.: Nachweis von bcl-2 in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 nach einem Tag ohne 
Hormonbehandlung (400x). Abbildungen der E2- und RLX-behandelten Zellen wurden aufgrund der starken 
Hintergrundfärbung nicht angefertigt. 
 
 
(c) bcl-xL 

Neben bcl-2 wurde mit bcl-xL ein weiteres Mitglied der bcl-2-Familie auf seine Responsivität 

gegenüber hormonellen Einflüssen untersucht. 
 

 1 2 4 7 

Ktrl. 12 10 10 1 

E2 55 20 15 12 

RLX 15 12 3 – 5  1 

RU486 8 23 21 14 
Tabelle 3.36.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil der bcl-xL-positiven Zellen bei Inkubation der Endometri-
umkarzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inkubationsdauer (in Tagen). 
 

In den Kontrollzellen wurde bis zum 4. Tag eine schwache bcl-xL-Färbung in 

durchschnittlich 10% der Zellen (Abb.3.32.A) detektiert. Die beobachteten Signale waren 

feingranulär und wurden im Zytoplasma lokalisiert. Nach 7 Tagen wurden schließlich fast 

keine Signale mehr detektiert. Unter Behandlung mit Östradiol war der bcl-xL-Level stark 

erhöht (Abb.3.32.B). Nach einem Tag waren starke, ebenso feingranulär und 

zytoplasmatische Färbungen zu sehen. Im weiteren Verlauf nahm die bcl-xL-Menge zwar ab, 

blieb aber zu allen Zeitpunkten deutlich über der in den Kontrollzellen beobachteten. Dabei 

wurden die Signale nicht nur seltener, sondern auch schwächer. Unter RLX-Einwirkungen 

zeigte sich in den Zellen ein ähnlicher Level wie in den Kontrollzellen. Nur nach 4 Tagen 

A 
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zeigt sich in der RLX-inkubierten Probe ein geringerer prozentualer Anteil der bcl-xL-

positiven Zellen als in der Kontrollprobe zu diesem Zeitpunkt (Abb.3.32.C). Durch 

Inkubation der RL-95-2-Zellen mit RU486 wurde die bcl-xL-Menge deutlich erhöht 

(Abb.3.32.D). Während an Tag 1 fast keine bcl-xL-Färbung zu sehen war, zeigte sich diese 

deutlich nach 2, 4 und 7 Tagen. 

 
Abb.3.32.A-D: Nachweis von bcl-xL in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach zwei Tagen ohne 
Hormonbehandlung (1000x), (B) nach einem Tag E2-Inkubation (400x), (C) nach 4 Tagen RLX-Inkubation 
(400x) und (D) zwei Tagen RU486-Inkubation (1000x). 
 

(d) bak 

Bak wirkt anders als bcl-2 und bcl-xL proapoptotisch und wurde als Indikator für das 

apoptotische Potential einer Zelle verwendet. 
 

 1 2 4 7 

Ktrl. 10 7 5 2 

E2 13 8 7 5 

RLX 10 10 13 25 

RU486 40 26 25 20 
Tabelle 3.37.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil der bak-positiven Zellen bei Inkubation der Endometrium-
karzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inkubationsdauer (in Tagen). 
 

Bak wurde als feingranuläre Färbung im Zytoplasma der RL-95-2-Zellen detektiert 

(Abb.3.33.A). Die Häufigkeit positiver Zellen nahm im zeitlichen Verlauf in den nicht-

hormonbehandelten Zellen leicht ab. Durch Zugabe von 10-8M Östradiol zum Kulturmedium 
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wurde die bak-Expression leicht erhöht, nahm aber ebenso im zeitlichen Verlauf ab 

(Abb.3.33.B). Eine Inkubation der Zellen mit Raloxifen führte zu entgegengesetzten Effekten 

als sie bei den anderen beiden Analysen aufgezeigt wurde. Ab Tag 2 lag der bak-Level höher 

als in den Kontrollzellen bzw. bei der E2-Inkubationsreihe. Besonders deutlich zeigte sich der 

höhere bak-Level nach 7 Tagen (Abb.3.33.C). Hierbei waren die Signale nicht nur häufiger, 

sondern im Vergleich auch stärker. Unter RU486-Einfluß wurde die proapoptotische Funktion 

von bak sehr deutlich. Schon nach 1 Tag war die bak-Proteinmenge im Zytoplasma der Zellen 

stark erhöht (Abb.3.33.D). 

  

Abb.3.33.A-D: Nachweis von bak in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach sieben Tagen ohne 
Hormonbehandlung (250x), (B) nach vier Tagen E2-Inkubation (250x), (C) nach sieben Tagen RLX-Inkubation 
(400x) and (D) nach einem Tag RU486-Inkubation (160x). 
 

3.3.1.3. Zellproliferation 

(a) Ki-67 

Ki-67 ist ein Marker für die Proliferation einer Zelle und wird in allen Phasen des Zellzyklus 

(späte G1-, S-, M- und G2-Phase) exprimiert, nicht aber in der G0-Phase exprimiert. 
 

 1 2 4 7 

Ktrl. 18 17 20 15 

E2 22 27 43 ? 

RLX 21 23 22 14 
Tabelle 3.38.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil der Ki-67-positiven Zellen bei Inkubation der Endometri-
umkarzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inkubationsdauer (in Tagen). 
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Der Ki-67-Nachweis geschieht in der Mehrheit der Zellen als Zytoplasma- und Kernfärbung 

(Abb.3.34.A). In den Kontrollzellen war der Ki-67-Level weitestgehend konstant im 

zeitlichen Verlauf. Bei Inkubation der Zellen mit E2 stieg der Ki-67-Level stark an, wobei 

sich auch die Intensität der Signale verstärkte. Besonders deutlich stellte sich dieser 

Unterschied nach 4 Tagen dar (Abb.3.34.B). Unter der Wirkung von Raloxifen lag der 

prozentuale Anteil der Ki-67-positiven Zellen nur geringfügig über dem bei den 

Kontrollproben. Dennoch waren auch hier die Signale wesentlich intensiver im Vergleich zu 

den Kontrollen (Abb.3.34.C). 

 

Abb.3.34.A-C: Nachweis von Ki-67 in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach zwei Tagen ohne 
Hormonbehandlung (200x), (B) nach vier Tagen E2-Inkubation (200x) und (C) nach zwei Tagen RLX-
Inkubation (400x). 
 
 

3.3.1.4. Differenzierungsgrad 

(a) Laktoferrin 

Laktoferrin dient als Marker für den Differenzierungsgrad von Tumorzellen. Ein Verlust von 

Laktoferrin spricht für eine Entdifferenzierung der Zellen. 
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 1 2 4 7 

Ktrl. 58 56 46 44 

E2 79 80 80 78 

RLX 81 79 74 75 
Tabelle 3.39.: Durchschnittlicher prozentualer Anteil der Laktoferrin-positiven Zellen bei Inkubation der 
Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 mit verschiedenen Substanzen bei unterschiedlicher Inkubationsdauer 
(in Tagen). 
 

Der Nachweis von Laktoferrin in den RL-95-2-Zellen zeigte sich als sehr starke granuläre 

Zytoplasmafärbung. In den unbehandelten Kontrollzellen war etwa die Hälfte der Zellen Lf-

positiv (Abb.3.35.A). Im Lauf des Experiments nahm der prozentuale Anteil der positiven 

Zellen leicht ab. Unter Inkubation mit E2 zeigte sich ein wesentlich höherer Anteil der Zellen 

Lf-positiv (Abb.3.35.B). Der Anteil der positiven Zellen änderte sich im zeitlichen Verlauf 

nur schwach. Bei Inkubation mit RLX wurde ein ähnlicher Effekt, wie unter Inkubation mit 

E2, beobachtet (Abb.3.35.C). Auch hier lag der Anteil Lf-positiver Zellen deutlich höher als 

in den Kontrollzellen. 

In allen drei Inkubationsreihen zeigte sich eine charakteristisches Bild: Es war ein 

mosaikartiges Muster zwischen stark positiven und schwach positiven bzw. negativen Zellen 

zu sehen. Hierbei waren die stark positiven Zellen meist deutlich größer als die 

negativen/schwach positiven. 

 
Abb.3.35.A-C: Nachweis von Laktoferrin in der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (A) nach vier Tagen 
ohne Hormonbehandlung (250x), (B) nach vier Tagen E2-Inkubation (250x) und (C) nach vier Tagen RLX-
Inkubation (250x). 
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen 

Bei Betrachtung der Ergebnisse der immunhistochemischen Analysen der Einflüsse von 17β-

Östradiol und Raloxifen auf die Proliferation, den Differenzierungsgrad und die Tendenz zur 

Apoptose lassen sich folgende Aussagen treffen (Tab.3.40.): 

 

• Die Proteinkonzentrationen von ERβ, PR und SRC-1 wurden durch E2 und RLX erhöht, 

die des ERα nur durch E2. 

• Die Konzentrationen von bcl-2 und bcl-xL wurden durch E2 erhöht, die von bak durch 

RLX und die von bak und bcl-xL durch RU486. Die Proteinkonzentration von CK18 blieb 

durch beide Substanzen unbeeinflußt. 

• Die Ki-67-Konzentration als Marker für Proliferationsaktivität wurde durch E2 erhöht, 

nicht aber durch RLX. 

• Die Laktoferrin-Konzentration als Marker für den Differenzierungsgrad wurde durch E2 

und RLX gesteigert. 
 

Marker 17β-Östradiol Raloxifen 

ERα + o 

ERβ + + 

SRC-1 + + 

PR + + 

bcl-2 - / + o 

bcl-xL + o 

bak o + 

CK18 o o 

Laktoferrin + + 

Ki-67 + o 
Tab.3.40.: Einflüsse von E2 und RLX auf das Vorkommen verschiedener Markerproteine in der 
Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 (ohne Beachtung zeitlicher Faktoren). 
 
 
 
Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse für Raloxifen ein proapoptotisches Potential 

durch die Hochregulation des Apoptose-Induktors Bak, bei gleichzeitigem Unterbleiben einer 

bcl-2- oder bcl-xL-Hochregulation. Eine direkte Apoptose-Induktion durch RLX konnte 

durch den Nachweises eines CK18-Abbauproduktes nicht verdeutlicht werden. Zusätzlich 

hatte RLX einen positiven Effekt auf den Differenzierungsgrad der Karzinomzellen. Eine 

proliferationsfördernder Effekt von RLX wurde nicht detektiert. Die Einflüsse von Raloxifen 
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auf die Proteinlevel der drei Mitglieder der bcl2-Proteinfamilie und des Proliferationsmarkers 

Ki67 waren konträr zu den unter E2-Einfluß (proliferationsfördernd, antiapoptotisch) 

detektierten. 
 
 
3.3.2. Zellmorphologische Veränderungen durch Raloxifen 

Die Morphologie der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 unter Einwirkung von E2 und 

RLX für 7 Tage, sowie ohne (anti-)östrogene Behandlung, wurde elektronen- und raster-

elektronenmikroskopisch untersucht. Von Interesse war das Auftreten von Mitosen als 

Merkmal für Proliferation und der Merkmale für Apoptose. Bei den elektronenmikrosko-

pischen Analysen zeigten sich kaum Unterschiede zwischen den Zellen der verschiedenen 

Inkubationsreihen. Unter E2-Einfluß wurden etwas häufiger Mitosen (M) nachgewiesen (10% 

aller Zellen) (Abb.3.36.B), als unter RLX-Einfluß (4%) und in den Kontrollzellen (5%) 

(Abb.3.36.C). Unter Einwirkung von RLX (15%) wurden etwas mehr apoptotische Zellen 

detektiert, als unter E2-Einwirkung (8%), und etwas gleichviel, wie in den Kontrollzellen 

(17%). Die apoptotischen Zellen wurden hauptsächlich durch folgende Charakteristika 

detektiert, die an den folgenden Abbildungen erläutert werden: 

 

(1) Hyperkondensation des Chromatins in den Zellkernen (K); 

(2) Schrumpfung und Abrundung der Zellen; 

(3) Auftreten von apoptotischen Körperchen (apoptotic bodies) (ab); 

(4) Auftreten von Zellkernfragmenten mit typischen Chromatinkappen; 

(5) Vakuolisierung des Zytoplasmas; 

 

(A) ohne östrogenen Einfluß (Abb.3.36.A): 

Durch das Wachstum unter Entzug von Östrogen traten in den Kontrollzellen verstärkt 

apoptotische Zellen (aZ) auf. Als Zeichen für Apoptosen sind apoptotische Körper (apoptotic 

bodies) sichtbar, die sowohl freiliegend (faK), als auch in den vergrößerten Vakuolen als 

schwarze Punkte (vaK) auftreten. Zudem sind mehrere Zellen zu sehen, die Merkmale einer 

bevorstehenden Apoptose aufweisen. Die kleineren Zellkerne (Zk) dieser Zellen zeichnen sich 

durch ein hyperkondensiertes Chromatin aus und sind teilweise fragmentiert (fZk). Das 

Chromatin in diesen Zellkernfragmenten ist vor allem peripher hyperkondensiert, was als 

typische Chromatinkappe (Ck) sichtbar wird. Mitotische Zellen wurden nur selten 

nachgewiesen. 
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Abb.3.36.A: Elektronenmikroskopische Analyse der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 bei 7 Tagen ohne 
östrognenen Einfluß (500x). 
 

(B) unter Östradiol-Einfluß (Abb.3.36.B): 

Unter Einfluß von 17β-Östradiol traten mehr mitotische Zellen (M) auf, als ohne östrogenen 

Einfluß. Die Anzahl der apoptotischen Zellen dagegen war geringer unter E2-Einfluß. Die 

apoptotischen Zellen zeigen sich auch hier durch ihre sehr dunklen Kerne mit dem 

hyperkondensierten Chromatin. Teilweise sind extrazelluläre apoptotische Körper zu sehen, 

die frei, zusammen mit membranumgebenen Zytoplasmaresten zwischen den Zellgruppen 

liegen. Die normalen Zellen zeigen Mikrovilli (Mv) an ihren Oberflächen und haben weniger 

dichte, ovale bis runde Kerne mit deutlichen Nukleoli. Im Gegensatz zu den großen Vakuolen 

der apoptotischen Zellen ist in diesen Zellen nur eine feine Vakuolisierung des Cytoplasmas 

zu sehen.  

 
Abb.3.36.B: Elektronenmikroskopische Analyse der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 bei 7 Tagen unter 
Einfluß von 17β-Östradiol (700x). 
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(C) unter Raloxifen-Einfluß (Abb.3.36.C):  

Insgesamt wurden nach 7 Tagen Inkubation mit RLX etwas weniger apoptotische Zellen 

detektiert als in der Kontrolle ohne östrogenen Einfluß und mehr als unter Inkubation mit E2. 

Als Zeichen von apoptotischen Vorgängen sind extra- und intrazelluläre apoptotische Körper 

zu erkennen. Die intrazellulären apoptotischen Körper (iaK) zeigen sich in verschiedener 

Größe und Anzahl in stark vakuolisierten Zellen mit oft sehr stark kondensiertem Chromatin 

in den meist kleinen, eckigen Zellkernen. Zu sind einzelne Zellen sichtbar, deren Kerne 

hyperkondensiertes Chromatin enthalten, und die wahrscheinlich in die Apoptose eintreten 

werden. Das Gesamtbild läßt spekulieren, daß die hohe Anzahl apoptotischer Körperchen auf 

einer ersten, bereits durchlaufenen Welle apoptotischer Prozesse beruht. Die Zellen, die ein 

Teil der Merkmale für apoptotische Prozesse aufweisen (stark kondensiertes Chromatin, 

starke Vakuolisierung des Zytoplasmas), deuten auf eine zweite Welle von Apoptosen hin. 

Neben den apoptotischen Zellen wurden auch wenige mitotische (M) nachgewiesen. Die 

normalen Zellen zeigen auch hier lange Mikrovilli (Mv) an ihrer Zelloberfläche und besitzen 

große Zellkerne mit deutlichen Nukleoli. 

Abb.3.36.C: Elektronenmikroskopische Analy
Inkubation mit RLX (700x).  
 

Durch die rasterelektronenmikroskopis

logische Erscheinungsbild der RL-95-

RLX bestimmt. Im Vergleich wurde 

bezüglich der Einflüsse von E2 und R

deutlich. Die E2-behandelten Zellen 

Zelldichte (Abb.3.37.A). Sie  zeigten ei

besonders größere Zellgruppen von in T

M

iaK 

faK
Mv
sen der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 nach 7 Tagen 

chen Untersuchungen wurde das allgemeine morpho-

2-Zellen nach siebentägiger Inkubation mit E2 oder 

in den Übersichtsbildern besonders der Unterschied 

LX auf das Zellwachstum und die Zellproliferation 

waren rundlich und hatten eine wesentlich höhere 

n starkes Wachstum in mehreren Zellschichten, wobei 

rauben wachsenden Zellen (TwZ) auffielen. 

iaK 
V 

 



3. Ergebnisse                                                                                                                           112 

Unter Einfluß von RLX waren die RL-95-2-Zellen abgeflacht, was auf ein schwaches 

Wachstum der Zellen hinweist. Zudem war ihre Zelldichte deutlich geringer und die 

Zellschicht bedeckt auch nach siebentägiger Kultivierung die Oberfläche der Deckgläschen 

nicht vollständig (Abb.3.37.B). Es waren nur einzelne kleinere Gruppen wachsender Zellen zu 

erkennen (wZ). Apoptotische Zellen wurden durch diese Untersuchungsform nicht deutlich. 

 
Abb.3.37.: Rasterelektronenmikroskopische Analysen der Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 nach 7 Tagen 
Inkubation mit (A) E2 (400x) und (B) RLX (400x). 
 

Insgesamt zeigte sich durch die beiden elektronen- und rasterelektronenmikroskopischen 

Untersuchungen im Vergleich eine proliferationsfördernde, antiapoptotische Wirkung für E2 

und ein antiproliferatives, schwach apoptisches Potential für RLX. 
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4. Diskussion 
 
Während der zyklischen Veränderungen des Endometriums werden Zellproliferation, 

Zellwachstum und Differenzierung vom programmierten Zelltod (Apoptose) gefolgt 

(Kokawa, 1996). Das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose ist bedeutend 

für die Homöostase der besonderen Dynamik des Endometriums. Fehlregulationen in diesem 

Gleichgewicht durch hormonelle, genetische oder andere Faktoren können eine Rolle bei der 

Karzinogenese in diesem Gewebe spielen. Die genaue Klärung der Frage, welche 

Mechanismen die Vorgänge von Proliferationsaktivierung, Proliferationsinhibition und 

Apoptoseinduktion bewirken und wie diese hormonell reguliert sind, gibt einem die 

Möglichkeit zur Hand, sich diese Mechanismen durch spezifische Regulation nutzbar zu 

machen. SERMs (selective estrogen receptor modulators) sind Substanzen, die selektiv einen 

ER-vermittelten Mechanismus agonistisch aktivieren und einen anderen antagonistisch 

inhibieren. Die Vielschichtigkeit der östrogenen Wirkungen im Körper einer Frau resultiert in 

einem komplexen Bild von erwünschten und unerwünschten östrogenen Effekten. Die zwei 

schwerwiegendsten Punkte in klinischer Hinsicht sind die Therapie von östrogenabhängigen 

Tumoren und die Behandlung postmenopausaler Beschwerden, die auf den Östrogenmangel 

zurückzuführen sind (Beckmann, 2000a). Die zwei wichtigsten SERMs, Tamoxifen und 

Raloxifen, greifen genau an diesen Punkten an. Während Tamoxifen als adjuvante Therapie 

gegen östrogenabhängige Brusttumore eingesetzt wird (Beckmann, 1998), findet Raloxifen 

bei der Osteoporosebehandlung und -prävention Verwendung (Cummings, 2000). Raloxifen 

hat, wie Tamoxifen, eine inhibierende Wirkung auf das Wachstum hormonabhängiger 

Brusttumore. Ein gravierender Unterschied zwischen den beiden Substanzen besteht in ihrer 

Wirkung im Endometrium. In klinischen Studien zeigte sich, daß sich bei einer Behandlung 

von Brusttumoren mit Tamoxifen das Risiko eines Karzinoms im Endometrium erhöht. Für 

Raloxifen wurde durch die bisherigen Studien ein solcher Effekt nicht aufgezeigt. Die 

unterschiedlichen Mechanismen, die diesen Effekten zugrunde liegen, sind bisher nicht 

vollständig aufgeklärt. Bei der Brustkrebstherapie mit Raloxifen treten Resistenzen gegen 

dieses Antiöstrogen auf (Murphy, 1998b). Die genauen Mechanismen, die diese Resistenz 

verursachen, sind bisher ungeklärt. Klinisch findet Raloxifen im Falle einer Resistenz gegen 

Tamoxifen Einsatz als Antiöstrogen gegen Brustkrebs. 

Zur Untersuchung von (anti-)östrogenen Regulationsmechanismen in Karzinomzellen eignen 

sich Karzinomzellinien aus entsprechenden Karzinomtypen als Modellsystem. Die 

Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa und die Mammakarzinomzellinie MCF7 sind 

Zellinien, die über eine intakte ER-Transaktivierungsmaschinerie (ERα-, ERβ-, PR-positiv) 
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verfügen und deren Proliferationsrate durch Inkubation mit Östradiol gesteigert werden kann 

(Edwards, 1982; Holinka, 1986). Sie sind also responsiv gegenüber Östradiol. Aufgrund 

dieser Responsivität gegenüber Steroidhormonen wurden die Regulationsmechanismen mit 

Hilfe von Expressionskinetiken an diesen beiden für die zwei östrogenregulierte 

Karzinomtypen repräsentativen Zellinien analysiert. 

Der Hauptmechanismus der östrogenen Wirkung verläuft über die Östrogenrezeptoren α und 

β und ER-regulierte Gene, mit spezifischen östrogen-responsiven DNA-Elementen in ihren 

Promoterregionen. Die Transkriptionsaktivierung durch ERα und ERβ ist nicht nur von dem 

Liganden, sondern auch von den Koaktivatoren, mit denen sie assoziiert sind, abhängig 

(Katzenellenbogen, 1996; McKenna, 1999; Xu, 1999). Die Steroidrezeptor-Koaktivatoren 

sind eine entscheidende Komponente der ER-Transaktivierungmaschinerie. Die Zusammen-

setzung der Maschinerie ist von der Verfügbarkeit der Koaktivatoren abhängig. Die 

Transkriptions-Koaktivatoren AIB1 und SRC-1 z.B. sind jeweils in einem „Pool“ vorhanden, 

um den verschiedene Transkriptions-Aktivatoren, wie ERα und ERβ, konkurrieren. 

Zusätzlich bewirken die SRCs agonistische und antagonistische Effekte, da sie an ER-

Agonisten-Komplexe gebunden werden, nicht aber an ER-Antagonisten-Komplexe (Gee, 

1999; Norris, 1999). Zudem wird die Aktivität der Transaktivatoren durch das relative 

Mengenverhältnis von Koaktivatoren zu Korepressoren in einer Zelle mitbestimmt. 

Steigerung und Senkung der Expressionslevel führen so zu einem veränderten 

Expressionsmuster aufgrund einer Verschiebung dieses Verhältnisses. Einflüsse von (Anti-

)Östrogenen auf die Expression der Östrogenrezeptoren und der Steroidrezeptor-

Koaktivatoren würden die Zusammensetzung der Transaktivierungsmaschinerie aufgrund 

dieser Dosisabhängigkeit verändern und die Transaktivierung verschiedener Gene verstärken 

oder inhibieren.  

In den gegebenen Studien wurden am Modell der Karzinomzellinien die Einflüsse der (Anti-) 

Östrogene auf die Expressionen von Östrogenrezeptoren und SRCs untersucht. Zur genauen 

Quantifizierung der Transkriptmengen wurde die quantitative RT-PCR angewendet, die für 

die mRNA-Expressionsanalyse in unserer Arbeitsgruppe etabliert war (Niederacher, 1999b), 

aber für die in dieser Arbeit zu untersuchenden mRNAs optimiert werden mußte. Bei der 

Optimierung der Reaktionsbedingungen zeigte sich, daß aufgrund der unterschiedlich hohen 

Expressionsniveaus stark unterschiedliche PCR-Bedingungen gewählt werden mußten. Die 

Zyklenzahlen der Zielgene lagen im Vergleich zu der des Referenzgens in unterschiedlichen 

Bereichen. 
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Die Expression des Progesteronrezeptor gilt als guter Indikator für die agonistische Wirkung 

einer Substanz auf die Regulation eines östrogenregulierten Gens (Horwitz, 1978). In der 

Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa wurde sie leicht durch 17β-Östradiol, nicht aber 

durch die SERMs Tamoxifen, Hydroxytamoxifen, Raloxifen und Raloxifen-Hydrochlorid 

stimuliert. Die schwache Stimulation durch E2 wurde dabei erst nach 12 Std. detektiert. Nach 

vorherigen Beobachtungen (Kreitman-Gimbal, 1979 und 1980; Kreitman 1979; Holinka, 

1986) war eine stärkere Stimulation der PR-Expression erwartet anders erwartet worden. Bei 

der Beobachtung, daß die Stimulation der Expression des PR durch E2 nur schwach detektiert 

wurde und durch die SERMs kein Effekt in der Zellinie Ishikawa auftrat, muß ein Ein-

schränkung dieser Ergebnisse verdeutlicht werden. Nachdem die Analysen der Expressions-

kinetiken abgeschlossen waren, wurde durch genauere Untersuchungen der Progesteron-

rezeptorexpression in den Ishikawa-Zellen die Besonderheit festgestellt. Daß diese Zellen nur 

die Variante A des PR, nicht aber seine Variante B exprimierten. Dieses wurde zwar an einer 

späteren Passage der Zellinie gezeigt, stellt aber eine mögliche Erklärung für die Abweichung 

der gezeigten Ergebnisse von bisherigen Beobachtungen dar. Hierbei sind die Charakteristika 

dieser Varianten zu beachten. Die Variante A des PR fungiert als Transkriptionsrepressor und 

die Variante B als Transkriptionsaktivator von progesteronresponsiven Genen (Giangrande, 

1997). Der PR-A wirkt auch auf die Transaktivierung durch den ERα reprimierend (Vegeto, 

1993; McDonnell, 1994).  Beide PR-Varianten stammen zwar von demselben Gen, werden 

aber durch unterschiedliche, östrogeninduzierbare Promotoren reguliert (Kastner, 1990). Die 

schwache Hochregulation der PR-Regulation in den Ishikawa-Zellen könnte auf dieser 

Gegebenheit beruhen. Bei den vorliegenden Ergebnissen ist zu beachten, daß nur die PR-

Variante mit reprimierender Wirkung, Variante A, exprimiert wurde. Da aber in dem 

Kulturmedium kein Progesteron vorhanden war, ist eine Aktivität der reprimierenden PR-

Variante unwahrscheinlich, so daß die anderen Expressionskinetiken von dieser Tatsache 

unberührt sein sollten. 

Die Expression des Östrogenrezeptor α und seiner ∆Exon5-Spleißvariante, wurde durch 

Östradiol und die SERMs nicht beeinflußt. Das Verhältnis zwischen wtERα und ERα∆Exon5 

blieb ebenfalls konstant. Frühere Beobachtungen, daß generell diese Verhältnis während des 

menstruellen Zyklus unverändert bleibt (Fujimoto, 1997a), unterstützt die Aussage, daß im 

Endometrium dieses Verhältnis durch Hormone unbeeinflußt bleibt. 

Die Expression des Östrogenrezeptor β dagegen wurde sowohl durch Östradiol, als auch alle 

vier getesteten SERMs deutlich stimuliert. Die Stimulationsstärken und zeitlichen Verläufe 

unterschieden sich zwischen E2 und den SERMs kaum, was auf ähnliche Regulations-
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mechanismen hindeutet. Das frühe Auftreten der Expressionssteigerung (nach 4 Std.) deutet 

eher auf eine direkte Regulation, als auf einen sekundären, zellulären Effekt (z.B. stimulierte 

Zellproliferation) hin. Die SERMs wirken also an potentiellen Regulationselementen im ERβ-

Promoter agonistisch. Hierbei sind verschiedene Mechanismen denkbar. Für Tamoxifen und 

Raloxifen ist eine agonistische Wirkung über den ERβ am AP1-Element nachgewiesen 

(Paech, 1997). Auch ein Agonismus über den ERα wäre denkbar, wobei Tamoxifen über eine 

Aktivität der AF-1 des ERα an einem ERE (Katzenellenbogen, 1997b) und Raloxifen über 

ERα-Aktivität an einem RRE (Yang, 1996) wirken könnten. Aufschlüsse über den genauen 

Mechanismus würden Analysen des Promoters des ERβ-Gens geben. Der späterer Abfall der 

zu den frühen Meßzeitpunkten (bis 8 Std.) stimulierten ERβ-Expression war bei der E2-, 

TAM- und OHT-Kinetik deutlicher zu erkennen als bei der RLX- und RLX-HCl-Kinetik. Es 

ist denkbar, daß der ERβ eine ERα-vermittelte Stimulation seiner eigene Expression 

autoregulativ reprimiert. Durch eine gesteigerte Expression des ERβ würde es zu einer 

verstärkten ERβ:ERα-Heterodimerisierung kommen, die zu einer Modulation der ERα-

abhängigen Transaktivierung führt (Hall, 1999). Die Aktivität von ERα-Homodimeren am 

ERβ-Promoter könnte abgeschwächt werden. Ein solcher Mechanismus, in dem der ERα die 

Stärke seiner eigenen Transaktivierung durch die Stimulation der ERβ-Expression selber 

reguliert, würde die ERα-vermittelten östrogenen Effekte in einem bestimmten Rahmen 

halten und somit einen limitierenden Kontrollmechanismus darstellen. 

In der Brustkrebszellinie MCF7 wurden ähnliche östrogene Effekte für die Expression 

einzelner Steroidrezeptoren deutlich. Die Expression des Progesteronrezeptors wurde durch 

E2, TAM und OHT deutlich stimuliert; RLX und RLX-HCl hatten dagegen nur einen 

schwach stimulativen Effekt. Die Steigerung der PR-Expression durch E2 bestätigte bisherige 

Beobachtungen (Swaneck, 1991). Die unterschiedlichen Stärken der PR-Expressions-

steigerung durch E2 und TAM/OHT ließen sich folgendermaßen erklären. Die Trans-

aktivierung durch E2 ist ERα-vermittelt, wobei die AF-1 und die AF-2 synergistisch wirken. 

Die schwächere Stimulation durch TAM und OHT wäre durch eine Aktivität der AF-1 zu 

erklären, wobei die AF-2 antagonistisch inhibiert wäre (Katzenellenbogen, 1997b). Bezüglich 

der schwachen Expressionsstimulation durch RLX und RLX-HCl wären verschiedene 

Mechanismen denkbar. Die entscheidende Frage ist auch hier, über welche regulativen DNA-

Elemente in der PR-Promoterregion der Transaktivierungsmechanismen verläuft. Im 

Vergleich zu Tamoxifen führt die Bindung von RLX in einen Komplex mit ERα zu einer 

anderen Konformation (Wijayaratne, 1999). RLX bewirkt eine andere Umlagerung der α-
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Helix12 als E2 und TAM (Brzozowski, 1997), was zu einer veränderten Rekrutierung von 

Koaktivatoren führt (Gustafsson, 1998). Solch ein RLX-ER-Komplex ist allerdings nicht in 

der Lage mit einem ERE zu interagieren (Yang, 1996). Stattdessen bindet er an eine 

Nukleotid-Sequenz aus vorwiegend Purinbasen, die die Bezeichnung raloxifen-response-

element (RRE) erhalten hat. Ein Gen, das eine RRE-artige Nukleotid-Sequenz in ihrer 

Promoterregion enthält, ist der transformierende Wachstumsfaktor TGF-β3 (Yang, 1996). 

Auch hier würden genauere Promoteranalysen über den Transaktivierungmechanismus durch 

RLX Aufschluß geben. 

Das antagonistische Potential der SERMs wurde in Koinkubationsexperimenten mit E2 

aufgezeigt. In Gegenwart von E2 wirkte sowohl TAM, als auch RLX und RLX-HCl 

antagonistisch auf die E2-stimulierte PR-Expression. Hierbei wurde deutlich, daß die SERMs 

in Anwesenheit von Östrogen antagonistisch wirken, wohingegen sich bei Abwesenheit von 

Östrogen ein agonistisches Potential der SERMs zeigt, daß bei Anwesenheit von E2 

möglicherweise vorhanden ist, aber nicht gemessen werden kann.  

Die mRNA-Expression des ERα wurde in der Mammakarzinomzellinie MCF7 weder durch 

E2, noch durch die SERMs beeinflußt. Zu der Regulation der ERα-Expression in MCF7 gibt 

es unterschiedliche Beobachtungen. Read et al. (1989) beschrieben, daß in MCF7-Zellen, die 

in Phenolrot-freiem Medium mit östrogen-freiem (dextran-beschichteter Aktivkohle 

behandeltem) FCS wuchsen, E2 auf den mRNA- und den Proteinlevel des ERα keinen Effekt 

hat, was die gegebenen Ergebnisse unterstützt. Andere Arbeitgruppen beschrieben eine 

Inhibition (Saceda, 1989; Berthois, 1990; Martin; 1993; Gierty, 1996) oder eine Stimulation 

(Swaneck, 1991). Die Beobachtungen scheinen sehr stark von den Kulturbedingungen 

(Medium, Anzahl der Passagen der Zellinie, Behandlung der Zellen vor der Inkubation) und 

der Meßmethodik (quantitativ gegen semi-quantitativ) abzuhängen. Auch bisher beschriebene 

Effekte von Tamoxifen auf die ERα-Expression (Koibuchi, 2000) konnten nicht bestätigt 

werden. Eine antiproliferative Wirkung von Tamoxifen auf MCF7-Zellen (Bardon, 1984) 

wäre somit nicht auf eine Inhibition der ERα-Expression, sondern eher auf ein Inhibition 

dessen Aktivität zurückzuführen. 

Die Expression der ERα∆Exon5-Deletionsvariante war unter Inkubation mit den (Anti-) 

östrogenen stabil, wodurch sich auch die wtERα:ERα∆Exon5-Ratio nicht veränderte. Die 

ERα∆Exon5-Spleißvariante wird als möglicher Vermittler einer Tamoxifen-Resistenz 

angesehen (Murphy, 1998a), wobei sie dominant negativ gegenüber dem wtERα (Fuqua, 

1991) und schwach transaktivierend am ERE (Bollig, 2000) wirkt. Auf der einen Seite ist die 
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Expression der Varianten-mRNA zwar in beiden Karzinomzellinien deutlich aufgezeigt 

worden, (anti-)östrogene Effekte hatten darauf aber keinen Einfluß.  

Anders als für den ERα zeigte sich in den MCF7-Zellen, wie schon in der Zellinie Ishikawa 

beobachtet, eine Stimulation der ERβ-Expression, sowohl durch E2, als auch durch 

Tamoxifen und Raloxifen. Die Stimulation durch E2 (~10-fach) fiel dabei in dieser Zellinie 

am stärksten aus. Die Expressionssteigerung durch die SERMs erreichte in allen vier Fällen 

etwa das gleiche Niveau. Während der Kinetikverlauf der ERβ-Expression unter E2-

Inkubation dem in  der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa detektierten ähnelte, zeigten 

sich unter Inkubation mit den SERMs Unterschiede. Unter TAM/OHT-Einfluß wurde in den 

Ishikawa-Zellen eine Stimulation zu den frühen Meßzeitpunkten (4-8 Std.) deutlich, während 

in den MCF7-Zellen die Stimulation erst zu den späten Meßzeitpunkten (24 Std.) auftrat. 

Unter TAM-Wirkung wurde sogar nach vierstündiger Inkubation erst eine Expressions-

inhibition festgestellt. Ein ähnliches Ergebnis zeigte sich bei der Inkubation mit RLX und 

RLX-HCl: In den Ishikawa-Zellen stimulierten RLX und RLX-HCl schon an den frühen 

Meßpunkten die ERβ-Expression, wobei sich die Stimulation - im Gegensatz zu der unter 

TAM/OHT-Wirkung - schwach auch zu den späteren Meßpunkten fortsetzte. In den MCF7-

Zellen trat, wie unter TAM/OHT-Einfluß, erst eine schwache Expressionsinhibition und zu 

den späteren Meßpunkten eine Expressionsstimulation auf. Entscheidende Unterschiede 

zwischen TAM und OHT bzw. RLX und RLX-HCl wurden bei diesen Expressionskinetiken 

nicht deutlich. Neben den hier gezeigten E2-abhängigen Steigerungen der ERβ-Expression in 

MCF7- und Ishikawa-Zellen ist dieses auch für die Hypophysenzellinie GH3 (Mitchner, 

1999) und die Mammakarzinomzellinie T47D (Vladusic, 2000) nachgewiesen worden. 

Beobachtungen von Dotzlaw et al. (1996), daß die ERβ-Expression in der Zellinie T47D 

(ERα-, ERβ- und PR-positiv) durch Progesteron herunterreguliert wird, könnten auf einer 

ERα-vermittelten Regulation basieren, wobei eine Pg-induzierte, PR-vermittelte Inhibition 

der ERα-Expression die ERα-Transaktivierung und somit möglicherweise die ERβ-

Expression hemmt. Für Mammakarzinome wurde bereits gezeigt, daß eine Expression des 

ERβ mit einer Expression des ERα assoziiert ist (Jarvinen, 2000). Sollte die Expression des 

ERβ durch den ERα und über ein ERE vermittelt werden, würde die Stärke der Stimulation 

der ERβ-Expression von der Konzentration des ERα abhängen.  

Zusammengenommen werden die Expressionen des Östrogenrezeptor β und des 

Progesteronrezeptors in beiden Karzinomzellinien durch östrogene Effekte sowohl von E2 als 
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auch von den SERMs beeinflußt, wohingegen die Expression des ERα durch die (Anti-) 

Östrogene nicht verändert wurde. 

 

Die Steroidrezeptor-Koaktivatoren sind ein entscheidender Faktor für die Art und Stärke der 

ER-vermittelten Transkriptionsaktivierung. Ihre Bindung in den Rezeptor-Liganden-Komplex 

ist für eine Funktion der AF-1 und der AF-2 essentiell (McInerney, 1996). Agonistisches und 

antagonistisches Potential eines SERMs hängen u.a. davon ab, ob und welche Koaktivatoren 

aufgrund der veränderten Konformation des Rezeptor-Liganden-Komplexes rekrutiert werden 

können. Zusätzlich ist der Expressionlevel der SRCs über mindestens zwei Mechanismen eine 

Determinante der Aktivität von Steroidhormonrezeptoren: (1) Die SRCs liegen in einem Pool 

vor, um den Transkriptionsaktivatoren konkurrieren (Newman, 2000), was als limitierender 

Faktor zu einem gegenseitigen Squelching führt (Voegel, 1996; McInerney, 1996). SCR-

Expressionsveränderungen würden in einem veränderten Transaktivierungs- und 

Genexpressionsmuster resultieren. (2) Die SRCs konkurrieren mit Korepressoren um die 

Bindung der Rezeptoren (Jackson, 1997; Smith, 1997; Teuter, 1998). Hierbei ist das 

Mengenverhältnis zwischen den Koaktivatoren und Korepressoren bestimmend. Die 

Überexpression eines SRC würde in einer verstärkten Transaktivierung resultieren, was z.B. 

im Fall des ERα karzinogenes Potential haben könnte.  

Bei den mRNA-Expressionsanalyse der der Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1, TIF2 und 

SRC-1 (1a und 1e) zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse zwischen den einzelnen SRCs 

und den beiden Zellinien. Die Expression der mRNA des Koaktivators AIB1 wurde in der 

Zellinie Ishikawa nicht beeinflußt, während in der Mammakarzinomzellinie MCF7 

verschiedene Einflüsse beobachtet wurden. Durch 17β-Östradiol wurde die AIB1-Expression 

leicht abgeschwächt und durch RLX-HCl leicht erhöht. RLX hatte im Gegensatz zu seinem 

Derivat keinen Effekt. Im Vergleich zu den gezeigten Expressionssteigerungen von ERβ und 

PR fallen die bei der AIB1-Expression detektierten Effekte nur gering aus. Ergebnisse anderer 

Arbeitsgruppen, daß die Expression von AIB1 (RAC3/TRAM1) durch Östrogenbehandlung 

hochreguliert wird (Li, 1998; Misiti, 1998), konnten in den beiden Karzinomzellinien nicht 

nachvollzogen werden. Hierbei ist zu beachten, daß in der Brustkrebszellinie MCF7 das 

AIB1-Gen amplifiziert ist und eine Überexpression der AIB1-mRNA aufgezeigt wurde 

(Anzick, 1997; Suen, 1998). Es ist fraglich, ob es sich bei diesen Effekten um direkte 

Regulation oder um sekundäre Einflüsse handelt, die z.B. durch eine veränderte 

Zellproliferation oder die Regulation anderer östrogen-responsiver Gene verursacht werden. 

Die Expression der Varianten des Koaktivators SRC-1 wurde in MCF7-Zellen nicht und in 
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Ishikawa-Zellen nur schwach beeinflußt. Die Expressionslevels unterschieden sich zwischen 

beiden Zellinien nur geringfügig. In Ishikawa-Zellen wurde die Expression der Spleißvariante 

SRC-1a durch RLX-HCl und die der Variante SRC-1e durch RLX leicht stimuliert. Daß die 

SRC-1-Expressionen in MCF7 durch E2 und die SERMs nicht beeinflußt wurden, bestätigt 

vorherige Aussagen bezüglich der E2-Wirkung (Thenot, 1999). Das Verhältnis zwischen den 

SRC-1-Varianten e und a dagegen war in den Ishikawa-Zellen konstant, wohingegen es sich 

in den MCF7-Zellen und OHT-, RLX- und RLX-HCl-Einfluß leicht steigerte. Der Wert von 

2,59 lag in MCF7 höher als das vorher beschriebene von 1,00 (Kalkhoven, 1998). Die 

Variante SRC-1e wird als Hauptvariante angesehen, da sie höher exprimiert ist (Hayashi, 

1997) und am ERE der potentere Koaktivator ist (Kalkhoven 1998). Beide Varianten binden 

nicht an den Tamoxifen-gebundenen ERα (Kalkhoven, 1998), so daß die Tendenzen zur 

SRC-1e-Variante hin keinen Einfluß auf agonistische/antagonistische Effekte der SERMs 

haben sollten. Insgesamt wurden aber, wie bei der AIB1-Expression nur schwache 

Veränderungen deutlich, was auch hier auf keine direkte hormonelle Regulation hinweist. Das 

relativ stabile Auftreten von Spleißvarianten, was auch schon bei der ERα∆Exon5-

Deletionsvariante deutlich wurde, zeigt, daß die getesteten Substanzen durch direkte 

Regulation oder sekundäre Effekte, wie z.B. eine veränderte Zellproliferationsrate, keinen 

Effekt auf die Aktivität und Effektivität der Spleißmaschinerie haben. Anders als die 

Expression von AIB1 und SRC-1 wurde die des Koaktivators TIF2 in der Brustkrebszellinie 

deutlicher beeinflußt. Eine Stimulation der TIF2-Expression wurde sowohl bei Inkubation der 

Zellen mit E2, als auch unter Inkubation mit den SERMs beobachtet. Hierbei traten die 

Steigerungen nur an den frühen Meßpunkten auf und nicht zu den späten Meßpunkten. Im 

Vergleich zu den Stimulationen der ERβ- oder der PR-Expression waren die Stimulationen 

der TIF2-Expressionen in den MCF7-Zellen nur schwach. Eine direkte Regulation über ein 

ERE-Element ist auszuschließen. Eine mögliche Regulation über ein anderes, schwächer 

responsives DNA-Element in der Promoterregion des TIF2-Gens ist denkbar. Hierbei bedarf 

es einer genauen Sequenzanalyse dieses Bereiches. In der Zellinie Ishikawa war bei der 

Expressionsanalyse für TIF2 kein einheitliches Bild zu erkennen. Die Schwankungen 

innerhalb einzelner Meßanalysen variierten sehr stark, so daß hier keine Aussagen getroffen 

wurden. Diese Schwankungen können verschiedene Ursachen haben. Sie können durch die 

allgemein für Zellinien beschriebene genomische Instabilität hervorgerufen sein, oder durch 

eine andersartige Veränderung des Tranksripts auf der Ebene seiner Sequenz oder Stabilität, 

so daß bei verschiedenen Experimenten unterschiedliche mRNA-Mengen detektiert werden. 
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Zusammengenommen zeigten sich die Expression der Steroidrezeptor-Koaktivatoren in 

beiden Zellinien kaum durch Östradiol und die SERMs beeinflußt. Die aufgezeigten 

stimulativen Effekte könnten durch sekundäre Einflüsse (z.B. Proliferationsstimulation durch 

andere E2-abhängige Regulationsmechanismen) hervorgerufen und unterliegen weniger einer 

direkten Regulation über putative responsive DNA-Elemente in den entsprechenden 

Promoterregionen. Eine positive oder negative „Rückkopplung“ über ERα-regulierte Gene 

wäre denkbar. Im Vergleich zu den Expressionssteigerungen von ERβ und PR, die eine 

direkte Regulation darstellen, scheinen die hier aufgetretenen Effekte ebenfalls, eher durch 

sekundäre Effekte hervorgerufen worden sein. Ebenso scheinen die Unterschiede zwischen 

den Varianten 1a und 1e eher sekundär verursacht zu sein, als auf unterschiedlichen 

Regulationsmechanismen bzw. einer Selektion beim alternativen Spleißen zu beruhen. 

Bei den gemessenen Effekten ist wichtig, zu beachten, daß die Zellinien Zellen repräsentieren, 

die Tumoren postmenopausaler Patientinnen entstammen. Im postmenopausalen Gewebe 

treten die normale hormonellen Schwankungen der Frau nicht mehr auf, obwohl 

Steroidhormonrezeptoren exprimiert werden. Außerdem muß überlegt werden, inwieweit die 

normalen hormonellen Regulationsmechanismen in diesen Zellen intakt sind. Der Verlust der 

Progesteronrezeptor-Variante B in den Ishikawa-Zellen ist ein Beispiel hierfür. Dennoch 

können die in diesem System gezeigten Wirkungen von Östradiol und den SERMs als 

Grundlagen für die Erforschung der genauen Regulationsmechanismen in vivo dienen. Dabei 

stellen die Zellinien das zur Zeit gebräuchlichste System zur Untersuchung genetischer 

Mechanismen in Tumorzellen dar. 

 

Der Einfluß anderer Faktoren auf die Aktivität der ERα-abhängigen Transkriptions-

aktivierung sollte mit Hilfe von Repotergenassays untersucht werden. BRCA1 inhibiert diese 

Transaktivierung durch die AF-2 des ERα in Brust- und Ovarialkarzinomen (Fan, 1999). Der 

Mechanismus dieser Inhibition ist noch unklar, wobei verschiedene Möglichkeiten denkbar 

sind. Direkte Protein-Protein-Interaktion, kompetetive DNA- oder Koaktivatoren-Bindung 

sind u.a. vorstellbar. Genauer untersucht werden sollte, ob die Inhibition durch BRCA1 von 

der Konzentration der vorhandenen Steroidrezeptor-Koaktivatoren abhängt. Die Inhibition 

durch BRCA1 sollte in den Mammakarzinomzellinien MCF7 und SK-BR-3 untersucht 

werden. Hierbei repräsentiert MCF7 eine Zellinie, die einen positiven Status für ERα, ERβ 

und den PR hat, wohingegen SK-BR-3 bezüglich der Steroidrezeptoren einen negativen 

Status hat. Für die MCF7-Zellinie wurde dosisabhängige ERα-Inhibition durch BRCA1 von 

Fan et al. (1999) aufgezeigt. Diese beruht auf einer Inhibition der hormonabhängigen 
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Aktivität der AF-2 des ERα. In den gegebenen Reportergenassays konnte diese Inhibition 

aufgrund einer anderen Problematik nicht gezeigt werden. Bei der Etablierung der E2-

abhängigen Transaktivierung durch den ERα ergab sich die höchste Steigerungsrate ohne 

Zugabe eines exogenen ERα(-Plasmid). Besonders deutlich ist der Unterschied bei 

Betrachtung der Basisaktivitäten ohne Zugabe von E2 zu sehen. Bei Zugabe von exogenem 

ERα(-Plasmid) liegt diese 10-fach höher, als ohne exogenem ERα. Unter Zugabe von E2 

dagegen liegt die rLA bei Anwesenheit von exogenem ERα niedriger als ohne. Die E2-

abhängige rLA wurde also durch endogene Faktoren, wahrscheinlich endogenen ERα, stärker 

stimuliert, als bei Zugabe von exogenem ERα. Der Versuch zeigte deutlich, daß bei dem 

beschriebenen Aufbau eines Reportergenassays – abgeleitet von Fan et al. (1999) – in MCF7-

Zellen endogene Faktoren das Ergebnis so stark beeinflußten, daß die Aussagen nicht allein 

auf die Aktivität des transfizierten Systems zurückzuführen sind. Bei Etablierung der ERα-

vermittelten Transaktivierung in der Mammakarzinomzellinie SK-BR-3 zeigte sich dagegen 

das postulierte Bild. Ohne Zugabe vom exogenen ERα(-Plasmid) wurde keine Steigerung der 

rLA detektiert. Während die rLA-Werte bei Zugabe von ERα-Plasmid-Mengen über 0,05 ng 

unter E2-Einfluß sich relativ konstant verhielten, schwankte die Basisaktivität ohne Einfluß 

von E2 unter Transfektion von 0,05 µg bis 5 pg ERα-Plasmid deutlich. Dieser Effekt 

(Abb.3.3.) scheint auf einem E2-unabhängigen Transaktivierungsmechanismus zu beruhen 

und ist ERα-dosisabhängig. Welche Rolle dabei ligandenunabhängige Transaktivierungs-

mechanismen spielen, ist unklar. An dem in der Mammakarzinomzellinie SK-BR-3 

etablierten System sollte die Inhibition durch BRCA1 analysiert werden. Die von Fan et al. 

(1999) beschriebene BRCA1-dosisabhängige Inhibition der ERα-vermittelten 

Transaktivierung eines ERE-regulierten Gens konnte hier nicht nachvollzogen werden, 

obwohl gleiche Plasmidkonstrukte und –konzentrationen, sowie die gleiche 

Hormonkonzentration verwendet wurde. Der entscheidende Unterschied scheint hier die Wahl 

der Zellinien für die Untersuchungen zu sein. In den gegebenen Experimenten wurde gezeigt, 

daß in Zellinien mit endogenen Steroidrezeptoren diese endogenen Faktoren die ERE-

gesteuerte Transaktivierung beeinflussen, wohingegen eine Zellinie ohne endogene 

Steroidrezeptoren diese Beeinflussung nicht zeigte. Die Zellinie SK-BR-3 ist für diese 

Untersuchungen der Zellinie MCF7 vorzuziehen. Bezüglich den Ergebnissen von Fan et al. 

(1999) ist fraglich, ob diese auf einer direkten Inhibition der ERα-Transaktivierung basieren 

und inwieweit endogenen Faktoren diese Ergebnisse beeinflußten. Bei den Experimenten von 

Fan et al. (1999) werden sehr große Mengen Plasmid-DNA (bis 11,5 µg) transfiziert. Nach 
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eigenen Erfahrungen ist dies mit dem gegebenen Transfektionsreagenz sehr schwierig, da 

hiervon für eine optimale Transfektionseffizienz  große Mengen eingesetzt werden müßten, 

die sich auf die Zellen zytotoxisch auswirken würden.  Denkbar wäre zwar theoretisch auch, 

daß die Inhibition durch BRCA1 auf einem Regulationsmechanismus beruht, der nur in SR-

positiven Zellinien aktiv ist und in SR-negativen Zellinien dagegen selektiert wurde. Die 

gezeigte Inhibition ist eher als experimentelle Effekt einzuordnen und konnte hier nicht 

nachvollzogen werden. Ein Einfluß von BRCA1 auf die ERα-Aktivität ist zwar denkbar, 

konnte aber nicht nachgewiesen werden. 

 

Der menstruelle Zyklus der Frau ist ein ideales System, hormonelle Regulationsmechanismen 

in einem hormonresponsiven Gewebe zu untersuchen. Beziehungen zwischen der Expression 

von Steroidrezeptoren und Steroidrezeptor-Koaktivatoren und dem hormonellen Millieu 

während einer bestimmten Zyklusphase, sowie dem Zelltypus, können Aufschluß über 

mögliche Regulationsmechanismen geben. Besonders interessant ist, daß in verschiedenen 

Zyklusphase in den Zelltypen unterschiedliche zelluläre Mechanismen, wie Proliferation, 

Differenzierung oder Apoptose, ablaufen. In onkologischer Hinsicht sind die  Mechanismen 

von besonderem Interesse, die Zellproliferation stoppen und solche, die Apoptose induzieren. 

In physiologischer Hinsicht bewirkt E2 die Proliferation von Stroma- und Drüsenzellen in der 

Proloferationsphase. Im Zeitraum um die Ovulation führen die Steigerung der Pg-

Konzentration durch die Aktivität des Gelbkörpers und das Absinken der E2-Konzentration 

zu einem Proliferationsstop und leiten die Sekretionstätigkeit und die Differenzierung der 

Zellen ein (Ferenzy, 1983; Clarke, 1990). Östrogen wirkt im Zyklus mitogen, wohingegen 

Progesteron als Differenzierungsfaktor anzusehen ist (Moutsatsou, 1997). Das Absinken der 

E2- und der Pg-Konzentration bewirkt die Induktion von Apoptose zum Ende der 

Sekretionsphase (Nawaz, 1987; Rotello, 1992; Tenniswood, 1992; Slayden, 1993). Im 

Allgemeinen gelten die menstruellen Blutungen als Progesteronentzugsblutungen (Nawaz, 

1987; Pollard, 1987; Rotello, 1992; Dahmoun, 1999). Der Einfluß der Sexualhormone wird 

hierbei hauptsächlich durch deren Rezeptoren vermittelt. Das Auftreten der Rezeptoren in den 

einzelnen Zyklusabschnitten und die gegenseitige Regulation ihrer Expression in Antwort auf 

das phasenspezifische hormonelle Millieu sind ein wichtiger Bestandteil der Zyklusregulation 

(Flickinger, 1977; Katzenellenbogen, 1980). Durch die Konzentrationen von E2 und Pg 

werden u.a. auch die Konzentrationen der Steroidhormonrezeptoren ERα und PR beeinflußt 

(Kraus, 1993; Iwai, 1995; Graham, 1997).  
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Die Proteinkonzentration des Östrogenrezeptor α nimmt im Lauf der Proliferationsphase 

deutlich zu und erreicht Ende der Proliferationsphase bzw. Anfang der Sekretionsphase sein 

Maximum. Hierbei zeigte sich eine fast durchgehende ERα-Lokalisation im Zytoplasma der 

Drüsenzellen, wohingegen eine Lokalisation in den Zellkernen besonders im Zeitraum kurz 

vor bzw. nach der Ovulation, also der höchsten E2-Konzentration, beobachtet wurde. In der 

mittleren Sekretionsphase wurde der ERα stark im Zytoplasma nachgewiesen, vor allem im 

luminalen Anteil der Zellen. Während dieser Phase hatte es den Anschein, als ob der ERα 

sezerniert würde. Dieses wäre eine besondere Art, wie Zellen die eigene Hormonresponsivität 

regulierten. Danach sinkt die ERα-Konzentration bis Ende der Sekretionsphase in den 

Stromazellen stark und in den Drüsenzellen etwas langsamer ab. Die Beobachtung der 

zyklischen Schwankung der Proteinkonzentration des ERα in den Zellkernen bestätigt bereits 

gezeigte Ergebnisse (Garcia, 1988; Snijders, 1992; Shiozawa, 1996; Felix, 1997, Dahmoun, 

1999; Noe, 1999), während die zytoplasmatische Lokalisation des ERα bisher weniger 

aufgezeigt wurde. Das Vorkommen des ERα im Zytoplasma beruht auf der Synthese des 

Rezeptors in diesem Zellkompartiment (Anderson, 1974; Guiochon-Mantel, 1996), wobei 

eine Translokation des ERα in den Zellkern östrogenabhängig ist. Die Diskrepanz zu den 

bisherigen Beobachtungen kann nicht eindeutig erklärt werden, könnte aber durch 

methodische Unterschiede (Behandlung des Gewebes vor und nach der Paraffin-Einbettung, 

Demaskierung der Proteine, Art des Antikörpers, falsche Methodik) bedingt sein. 

Die Progesteronrezeptor-Proteinkonzentration war kurz nach der Ovulation am stärksten 

nachzuweisen. Der PR wurde in den Drüsenzellen sowohl in den Zellkernen, als auch im 

Zytoplasma nachgewiesen. In den Drüsenzellen ist der PR durchgehend, aber in 

schwankender Stärke detektiert worden. Im Zytoplasma der Drüsenzellen war er ab Beginn 

der Sekretionsphase besonders im luminalen Teil der Zellen lokalisiert und scheint, wie der 

ERα, sekretiert zu werden. In den Kernen der Drüsenzellen wurde er durchgehend und 

besonders in der frühen Sekretionsphase nachgewiesen. In den Stromazellen zeigt der PR eine 

starke Kernlokalisation, ein Auftreten im Zytoplasma konnte nicht gezeigt werden. In den 

Stromazellen reguliert der PR besonders die Differenzierung in praedezidualisierte und 

Körnchenzellen (Moutsatsou, 1997). Teilweise deutete sich eine etwas stärkere PR-

Konzentration in den Körnchenzellen an, was aber nicht eindeutig war. Während die PR-

Menge in den Drüsenzellen deutlich während der Sekretionsphase abnahm, sank sie in den 

Stromazellen nur leicht ab. Auch die Ergebnisse für den PR gingen mit bisherigen 

Beobachtungen einher (Garcia, 1988; Lessey, 1988; Snijders, 1992; Shiozawa, 1996; 

Dahmoun, 1999; Noe, 1999). 
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Die zyklischen Konzentrationsschwankungen des ERβ zeigten große Unterschiede zu denen 

des ERα. Besonders auffallend war, daß er in beiden Zelltypen wesentlich  schwächer und 

hauptsächlich im Zytoplasma nachzuweisen war. In den Drüsenzellen war der ERβ am 

stärksten in der späten Proliferationsphase und der mittleren Sekretionsphase zu detektieren. 

In den Stromazellen wurde er durchgehend und besonders in der späten Proliferationsphase 

dargestellt. Das verstärkte Auftreten des ERβ zu der Zeit der höchsten E2-Konzentrationen 

deutet, wie schon in den Expressionskinetiken in der Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa 

aufgezeigt, auf eine positive Regulation der ERβ-Expression durch Östradiol hin. Die 

Tatsache, daß eine ERβ-Expression im Endometrium mit einem praemenopausalem Status 

assoziiert ist (Jarvinen, 2000), unterstützt diese Annahme. Die vorwiegende Lokalisation im 

Zytoplasma weist auf eine andere Funktionalität als der ERα hin und stellt ein nukleäre 

Transaktivierungsfunktion in Frage. In Brusttumoren und Normalgeweben wurde eine 

nukleäre Lokalisation des ERβ nachgewiesen (Jarvinen, 2000). Eine ERβ-vermittelte 

Transaktivierung könnte insofern ein gewebespezifischer Unterschied zwischen 

Endometrium- und Brustgewebe sein. Auch das starke Auftreten des ERβ in den Stromazellen 

im Vergleich zum ERα deutet hier auf eine unterschiedliche Rolle hin. Bei nicht-

absättigenden Hormonkonzentrationen agiert der ERβ als dominanter Inhibitor des ERα und 

senkt insgesamt die Sensitivität der Zellen gegenüber Östradiol (Hall, 1999). Hier könnte der 

ERβ eine Funktion als Kontrolleur der ERα-vermittelten Transaktivierung haben, um im 

Verlauf der Sekretionsphase das proliferationsfördernde Potential des ERα in Verbindung mit 

E2 abzupuffern. In den Stromazellen wäre eine proapoptotische Wirkung des ERβ denkbar, in 

dem er die ERα-regulierte Transaktivierung antiapoptotischer Proteine, wie bcl-2 (Zhang, 

1999) inhibiert.  

Insgesamt zeigt der Verlauf der ERβ-Konzentration im menstruellen Zyklus individuelle 

Merkmale, die auf besondere Funktionen, die sich von denen des ERα stark unterscheiden, 

schließen lassen. Die Lokalisationen des ERα und des PR dagegen deuten darauf hin, daß sie 

die Hauptvermittler der phasenspezifischen Effekte von Östrogen und Progesteron in der 

Funktionalis des Endometrium sind. Der ERα läßt sich am stärksten im Zeitraum E2-

induzierter Zellproliferation nachweisen (Felix, 1997). Der PR ist dann am stärksten vertreten, 

wenn kurz nach der Ovulation die Pg-regulierten Veränderungen vermittelt werden 

(Dahmoun, 1999). 

Die Konzentrationen der Steroidrezeptor-Koaktivatoren zeigten im Vergleich zu denen der 

Steroidrezeptoren deutlich geringere Schwankungen während des menstruellen Zyklus. So 
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fanden sich SRC-1 und AIB1 in gleicher Weise vor allem in den Drüsenzellen. Verstärkt 

traten in der mittleren Sekretionsphase beide im basalen Bereich der Zellen auf. Für TIF2 

deutete sich eine ähnliche Lokalisation bei der Untersuchung der gefriergeschnittenen 

Präparate an. Erstaunlich an diesen Ergebnissen ist die Diskrepanz zu den Erwartungen, die 

aus der Funktion der Steroidrezeptoren abgeleitet wurden. Während die SRCs in der frühen 

und mittleren Sekretionsphase hauptsächlich im basalen Teil der Drüsenzellen, vornehmlich 

im Bereich um die Vakuolen herum, nachgewiesen wurden, traten sowohl der ERα, als auch 

der PR vorwiegend im apikalen/luminalen Teil der Zellen auf. Eine direkte Interaktion der 

Proteine scheint hier nicht aufzutreten. Dieses wäre aber zu erwarten gewesen, da man davon 

ausgeht, daß die Koaktivatoren die Transaktivierung durch nukleäre Rezeptoren in den 

Zellkernen verstärken. Eine mögliche Erklärung für dieses Ergebnis läge in der Methode. Die 

SRCs könnten in den Zellkernen in Komplexen mit anderen Proteinen vorliegen und so für 

die Antikörperbindung maskiert sein. Kommen sie jedoch wirklich nur zytoplasmatisch in 

diesen Zellen vor, scheinen sie hier eine andere Aufgabe auszuüben, als die bisher postulierte. 

Eine Kernlokalisation, wie sie von Chen et al. (1998) berichtet wurde, konnte in den 

untersuchten Endometriumgeweben nicht gezeigt werden. Die zytoplasmatischen Konzen-

trationen der beiden SRCs könnte in dem Mengenverhältnis zu den Korepressoren (Webb, 

1998; Szapary, 1999) und somit für die Aktivität der Steroidrezeptoren entscheidend sein. Ein 

gravierender Unterschied zwischen AIB1 und SRC-1 wurde bei der Untersuchung der 

Gewebe aus der frühen Sekretionsphase offensichtlich. Während AIB1 in diesem 

Phasenabschnitt am schwächsten zu detektieren war und herunterreguliert zu sein schien, war 

in diesem Zeitraum die SRC-1 am stärksten nachzuweisen. Eine Erklärung für diese 

Beobachtung ist nicht eindeutig zu finden. Eine verstärkte Einbindung in einem maskierenden 

Komplex oder eine Regulation durch die veränderten Hormonkonzentrationen sind nur zwei 

Möglichkeiten. Ein hormonelle Hochregulation von AIB1, die die  hormonellen Effekte 

zusätzlich verstärken würde (Li, 1998; Misiti, 1998), war nicht zu beobachten. 

Zusammengenommen zeigten sich die Konzentrationen von AIB1 und SRC-1 in deutlich 

geringerem Maße den hormonellen Schwankungen im Laufe des Zyklus ausgesetzt, als die 

der Steroidrezeptoren. Eine spezifische regulative Bedeutung der SRCs für Proliferation, 

Differenzierung oder Apoptose scheint eher unwahrscheinlich. Die Diskrepanz zwischen den 

Lokalisationen der SRCs und der drei Steroidrezeptoren wirft verschiedene Fragen auf, die 

durch die gezeigten Ergebnisse nicht eindeutig beantwortet werden können.  

Die in dem Endometriumgewebe einer Schwangeren detektierten Lokalisationen und 

Konzentrationen der SR und SRCs geben ein gutes Bild vom Einfluß hoher Konzentrationen 



4. Diskussion                                                                                                                         127 

von Östradiol und Progesteron darauf. Diese Ergebnisse unterstützen die Erkenntnisse über 

die hormonellen Effekte, die durch die Analysen der Gewebe aus dem Verlauf des 

menstruellen Zyklus gewonnen wurden. 

Bei der immunhistologischen Untersuchung der Endometriumgewebe postmenopausaler 

Frauen zeigten sich diese nur leicht unterschiedlich gegenüber den Ergebnissen bei 

praemenopausalen Geweben. Besonders der Östrogenrezeptor α und der Progesteronrezeptor 

wurden auf ähnliche Art und Weise nachgewiesen, was bisherige Beobachtungen bestätigte 

(Koshiyama, 1996; Noe, 1999). Auch die Morphologie der postmenopausalen Gewebe war 

einzelnen Phasen des menstruellen Zyklus sehr ähnlich. Vor allem bei den Geweben 

hormonsubstituierter Patientinnen wurde dieses deutlich. Der Nachweis des ERβ dagegen 

gestaltete sich in den postmenopausalen Geweben anders. Zwar wurde in den Stromazellen 

ein ähnliches Auftreten wie praemenopausal zu sehen, in den Drüsenzellen war der ERβ in 

allen untersuchten postmenopausalen Geweben nicht nachzuweisen. Eine Herunterregulation 

des ERβ könnte hier auf dem Mangel an endogenen Hormonen, in erster Linie Östradiol, 

basieren oder allgemein ein Resultat postmenopausaler Effekte im Endometrium sein. Ob 

einer postmenopausaler Verlust des ERβ an der Ruhigstellung des endometrialen 

Drüsengewebes beteiligt ist, ist nicht zu klären. Weitere Unterschiede wurden durch die 

immunhistologische Untersuchung der SRCs AIB1 und SRC-1 deutlich. In den 

postmenopausalen Geweben ohne Hormonsubstitution war sowohl AIB1, als auch SRC-1 in 

Stroma- und Drüsenzellen nur schwach exprimiert, was in den Geweben mit 

Hormonsubstitution nicht zu beobachten war. Besonders deutlich war dieses in den 

Drüsenzellen zu sehen. Möglicherweise ist die Herunterregulation der SRCs in 

postmenopausalen Geweben ein Mechanismus, die Aktivität noch vorhandener 

Steroidrezeptoren zu unterdrücken. 

 

Endometriumkarzinome sind größtenteils Adenokarzinome, stammen also von Drüsenzellen 

ab, und treten hauptsächlich bei postmenopausalen Frauen auf. Die Analyse der Expressionen 

der Steroidrezeptoren und der Steroidrezeptor-Koaktivatoren sollte Aufschluß über die 

Bedeutung der ER-Transaktivierungsmaschinerie in diesem Karzinomtypus geben. Zum 

Vergleich wurden die Expressionen zusätzlich in endometroiden Karzinomen, 

praemenopausalen Normalgeweben und postmenopausalen Normalgeweben bestimmt.  

Die Expression des Östrogenrezeptor α schwankte interindividuell zwischen den einzelnen 

Adenokarzinomen, genauso, wie den endometroiden Karzinomen und den Normalgeweben, 

sehr stark. Eine Spezifität der ERα-Expression für einen der Gewebetypen konnte nicht 
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aufgezeigt werden. ERα-negativ waren nur sechs der 30 getesteten Adenokarzinome. Die 

Expression der ERα∆Exon5-Deletionsvariante korrelierte mit der des Wildtyp-ERα, wobei 

sie deutlich schwächer ausfiel. Ein ähnliches Verhältnis war auch in Mammakarzinomen 

gezeigt worden (Balleine, 1999). Der relative Expressionslevel dieser Variante ist nach 

Murphy et al. (1998) bei der Tumorgenese und -progression verändert. Eine besondere Rolle 

der ERα∆Exon5-Spleißvariante ließ sich in den untersuchten Tumoren nicht zeigen. Da diese 

Variante auch beim ERβ nachgewiesen wurde (Vladusic, 1997), scheint ihr Auftreten eher auf 

einem normalen alternativen Spleißmechanismus zu beruhen und eine untergeordnete Rolle 

bei der Tumorgenese bzw. –progression zu spielen. Die Expression des Progesteronrezeptors 

war ebenso uneinheitlich, wie die des ERα. Die positive Korrelation zwischen den 

Expressionswerten der beiden Steroidrezeptoren unterstützt eine hormonell bedingte 

Abhängigkeit voneinander. Anders zeigte sich die Expression des ERβ. Während sie den 

praemenopausalen Schwankungen unterlag und deutlich nachzuweisen war, konnte sie 

sowohl in den postmenopausalen Karzinomen, als auch den postmenopausalen 

Normalgeweben gar nicht oder nur sehr schwach nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis 

unterstützt die Aussagen der gezeigten immunhistologischen Analysen. Die Übereinstimmung 

zwischen den Ergebnissen der Immunhistologie und der qRT-PCR wurden mit Hilfe der 

parallelen Untersuchung schockgefrorener, gefriergeschnittener Präparate bestätigt. Die 

Expression des ERβ korrelierte nicht mit der des ERα und des PR, was zuvor auch für 

Mammakarzinome gezeigt wurde (Dotzlaw, 1996). Ein durch die Menopause bedingtes 

Fehlen des ERβ scheint eine Tumorgenese zu fördern. Eine Herunterregulation oder ein 

Fehlen der ERβ-Expression oder des ERβ-Proteins wurde ebenso in Mammakarzinomen 

(Leygue, 1998; Speirs, 1999; Cullen, 2000), Ovarialkarzinomen (Brandenberger, 1998; Pujol, 

1999) und Kolonkarzinomen (Foley, 2000) aufgezeigt. Berichte, daß in Mammakarzinomen 

eine Expression des ERβ mit einem negativen Nodalstatus, einem niedrigen Grading, einer 

geringen Mitoserate und einem praemenopausalem Status assoziiert ist (Jarvinen, 2000), 

unterstützt die Theorie einer antikarzinogenen Wirkung des ERβ.  

Die Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1, SRC-1 und TIF2 erwiesen sich in ihrer Expression 

genauso uneinheitlich, wie der ERα oder der PR. Innerhalb der einzelnen Tumore, sowie den 

Normalgeweben korrelieren die Expressionshöhen der SRCs positiv untereinander und mit 

denen des ERα und des PR. Keine Korrelation gab es mit der Expression des ERβ. Die 

Analyse der Expressionen der SRC-1-Varianten SRC-1a und –1e zeigte weder in den 

Tumoren, noch in den Normalgeweben, eine Selektion einer der Varianten. Eine 
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Überexpression eines der SRCs in den Karzinomen wurde nicht detektiert, da die 

Expressionswerte in den praemenopausalen Normalgeweben ähnliche Maxima hatten, wie die 

Tumorgewebe. Eine Rolle einer möglichen Überexpression eines der SRCs, wie sie vorher 

berichtet wurden (McInerney, 1998; Anzick, 1997), trat in den Endometriumkarzinomen nicht 

auf. Ebenso konnte ein gemeinsame Poolwirkung der SRCs (Onate, 1995; Lopez, 1999; 

Newman, 2000), wobei ein SRC eine verminderte Expression eines anderen durch Steigerung 

der eigenen Expression ausgleicht, hier nicht gezeigt werden. Eine zusammenhängende 

Expression der Komponenten der ERα-Transaktivierungsmaschinerie, die auch in 

Mammakarzinomen auftrat (Kurebayashi, 2000), spricht für eine Östrogenabhängigkeit des 

Wachstums von Endometriumkarzinomen, was für ein besseres Ansprechen auf eine 

Antiöstrogentherapie mit Tamoxifen oder Raloxifen sprechen würde (Berns, 1998). Der 

Vergleich der Expressionsdaten mit klinischen Parametern zeigte keine Korrelation zu den 

Steroidrezeptor-Expressionen. Dieses steht in Kontrast zu bisherigen Beobachtungen beim 

Mammakarzinom (Yokota, 1999; Jarvinen, 2000), wo Korrelationen nachgewiesen wurden. 

Höhere Expressionen der Koaktivatoren TIF2 und SRC-1 (Varianten 1a und 1e) korrelierten 

mit einem fortgeschrittenem Tumorwachstum (TIF2: Grading; SRC-1: FIGO-Klasse und 

Tumorgröße), was auf eine Förderung eines E2-abhängigen Tumorwachstums durch die 

vermehrte SRC-Expression zurückzuführen sein könnte. 

Eine putative Überexpression eines Koaktivators würde zu einer verstärkten Transaktivierung 

über den ER-Weg in hormonresponsiven Zellen führen. Dieser Mechanismus könnte zu 

Zellwachstum bis hin zur Karzinogenese führen. Ein allgemeiner Mechanismus, der die 

Überexpression eines Gens hervorrufen kann, ist eine Genamplifikation. In Brusttumoren ist 

dieses für Onkogene, wie c-erbB2, c-myc und int-2 beschrieben (An, 1995; An, 1997; 

Beckmann, 1997). AIB1-Genamplifikationen wurden in Brust- und Ovarialtumoren assoziiert 

mit einer AIB1-Überexpression mit Hilfe von FISH-Analysen aufgezeigt (Anzick, 1997; 

Bautista, 1998). Die AIB1-Genamplifikation korrelierte dabei mit einem positiven ERα/PR-

Status (Tanner, 2000) und einer Tumorgröße über 2 cm. In sechs von neun Pankreas-

karzinomzellinien wurde ebenfalls ein AIB1-Genamplifikation und eine assoziierte 

Überexpression nachgewiesen (Ghadimi, 1999). Durch die Untersuchung der genomischen 

DNA von 127 Mammakarzinomen und 30 Endometriumkarzinomen sollte eine mögliche 

AIB1-Genamplifikation nachgewiesen werden. Hierfür wurde mit der quantitativen 

differentiellen PCR eine Methode gewählt, durch die zuvor klinisch relevante 

Genamplifikationen nachgewiesen wurden und die in unserer Arbeitsgruppe etabliert war 

(Niederacher, 1999; An, 1999). Weder in den Mammakarzinomen, noch in den 
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Endometriumkarzinomen konnte eine AIB1-Genamplifikation nachgewiesen werden. Ebenso 

konnte für die Endometriumkarzinome aufgrund des Vergleichs mit praemenopausalen 

Normalgeweben keine Überexpression von AIB1 detektiert werden. In den 

Mammakarzinomen wurde in 17% eine AIB1-Überexpression aufgezeigt, die somit aber nicht 

durch AIB1-Amplifikationen verursacht wurden. Die Diskrepanz zu den Ergebnissen von 

Anzick et al. (1997) beruht wahrscheinlich auf der Methodik und der allgemeinen 

Heterogenität innerhalb der Tumore. Durch die FISH-Methode werden einzelne Zellen in 

bestimmten Bereichen der Tumore untersucht (Tanner, 1995). Im Kontrast dazu erlaubt die 

qdRCR-Technik eine Bestimmung der durchschnittlichen Genkopienzahl innerhalb des 

ganzen Tumors. Genamplifikationen in einzelnen Zellen eines kleinen Bereiches des Tumors, 

würden hierbei nicht detektiert werden. Klinisch relevante Genamplifikationen der Onkogene 

c-erbB2, int-2 und c-myc wurden mit Hilfe der qdPCR in akkurater Art und Weise 

nachgewiesen (Schulte, 1996; An, 1997). Eine mögliche AIB1-Genamplifikation in einzelnen 

Tumorzellen hat eine eher untergeordnete Bedeutung für den Gesamttumor und bei der 

Tumorgenese und in klinischer Hinsicht keine Relevanz. Denkbar wäre, daß einzelne Zellen 

mit einer AIB1-Genamplifikation unter östrogenabhängigem Tumorwachstum einen 

selektiven Vorteil aufgrund einer erhöhten AIB1-Expression haben könnten. Dieses könnte 

eine Bedeutung bei der weiteren Tumorprogression haben. Bautista et al. (1998) beschrieben 

eine positive Korrelation der gefundenen AIB1-Genamplifikationen mit einem Tumorgrad 2 

oder 3, aber nicht mit einem Grad 1. Auch die Korrelation mit einer Tumorgröße von über 2 

cm deutet darauf hin, daß eine AIB1-Genamplifikation bei der Induktion von 

Tumorwachstum eher keine Rolle spielt. Aufgrund der Korrelation mit einem späten 

Tumorstadium ist eine mögliche AIB1-Genamplifikation in einzelnen Tumorzellen eher als 

ein sekundärer Effekt genomischer Instabilität im Laufe der Tumorprogression anzusehen. 

Die in den Zellinien MCF7 und HeLa beobachtete AIB1-Genamplifikation ist wahrscheinlich 

auch auf eine solche genomische Instabilität zurückzuführen. Die in diesen Zellinien gezeigte 

AIB1-Überexpression könnte auf dieser Amplifikation beruhen. Außer in MCF7 wurde auch 

von anderen Arbeitsgruppen keine AIB1-Überexpression in Mamma- oder Endometrium-

karzinomzellinien nachgewiesen (Thenot, 1999). Eine Überexpression war in den 

Endometriumkarzinomen nicht zu zeigen. Bei dem Vergleich mit den Expressionshöhen in 

den praemenopausalen Normalgeweben muß aber beachtet werden, daß die Karzinome 

postmenopausal sind. Eine hohe AIB1-Expression kann darauf hindeuten, daß in den 

postmenopausalen Karzinomen praemenopausale Transaktivierungsmechanismen aktiv sind. 

Die in den Mammakarzinom gezeigten AIB1-Überexpressionen könnte in diesen Tumoren 



4. Diskussion                                                                                                                         131 

ein karzinogenes Potential haben, da die limitierende Wirkung des Koaktivators aufgehoben 

und normalerweise inhibierte Transaktivierungsmechanismen aktiviert werden würden. Ein 

östrogenabhängiges Tumorwachstum würde auf diesem Wege gefördert werden. Eine 

Überexpression eines Koaktivators in einem Tumor würde zudem auch die Sensitivität 

gegenüber einer Antiöstrogen-Therapie beeinflussen. 

 

Die physiologischen Effekte einer Raloxifen-Therapie auf Endometriumkarzinomzellen 

wurden durch die Untersuchung von drei zellmorphologischen Mechanismen bestimmt: Die 

Zellproliferation, der Differenzierungsgrad der Zellen und apoptotische Vorgänge. Von 

besonderem Interesse war der Vergleich zu den durch Östradiol regulierten zellulären 

Mechanismen, da dieses die Zellproliferation fördert und antiapoptotisch wirkt (Dahmoun, 

1999).  

Als Modellorganismus wurde für die immunhistochemischen Kinetiken die 

Endometriumkarzinomzellinie RL-95-2 verwendet, die die Steroidrezeptoren ERα, ERβ und 

PR, sowie die Steroidrezeptor-Koaktivatoren AIB1, TIF2 und SRC-1 exprimiert und als 

östrogenresponsiv gilt (ATCC). In den immunhistochemischen Analysen wurden 

semiquantitativ neben den Markerproteinen auch die Proteine der putativen Vermittler (anti-) 

östrogener Effekte, ERα und ERβ, sowie des Koaktivator SRC-1, und des östrogenregulierten 

PR bestimmt. Die Proliferation der RL-95-2-Zellen wurde anhand des Auftretens von Ki-67 

analysiert, das sich beispielsweise im menstruellen Zyklus hormonell beeinflußt zeigt, da es in 

der Proliferationphase deutlich vorhanden ist und sein Level während der Sekretionsphase 

stark abfällt (Kokeguchi, 1992; Gompel, 1994; Shiozawa, 1996). Die Abhängigkeit der Ki-67-

Konzentration von einer ERα-Aktivität wurde in Endometriumnormalgewebe durch eine 

direkte Korrelation deutlich (Salmi, 1999). Eine E2-abhängige Steigerung der 

Proliferationsaktivität zeigte sich auch in den RL-95-2-Zellen durch den vermehrten 

Nachweis von Ki-67. Unter Raloxifen-Einfluß dagegen zeigte sich diese Steigerung und 

damit eine proliferationsfördernde agonistische Wirkung nicht. Eine Inhibition der 

Proliferation durch RLX nicht beobachtet, was dafür spricht, daß eine möglicherweise E2-

unabhängige basale Proliferationsrate durch RLX nicht inhibiert werden kann. Aussagen über 

Tamoxifen, daß dieses einen Block im Zellzyklus induziert (Sutherland, 1983) und den Ki-

67Level reduziert (Clarke, 1993), läßt ein vorheriges E2-abhängiges Zellwachstum vermuten. 

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen des zellulären Vorkommens von ERα, ERβ, 

PR und SRC-1 zeigten sich alle vier Proteinlevel durch Östrogeneinfluß erhöht, während 

unter Raloxifen zwar die von ERβ, PR und SRC-1 agonistisch leicht gesteigert wurden, nicht 
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aber der von ERα. Diese Ergebnisse gehen mit denen der Expressionskinetiken in der 

Endometriumkarzinomzellinie Ishikawa einher. Die stimulativen Effekte von E2 und RLX 

wurden in beiden Zellinien deutlich. Im Vergleich zu den Ishikawa-Zellen, die nur die PR-

Variante A exprimierten, konnte in den RL-95-2-Zellen eine deutlichere Steigerung des PR-

Proteinlevels (ohne Unterscheidung der Varianten) sowohl durch E2, als auch durch RLX, 

gezeigt werden. Nur in der Wirkung auf den ERα-Level hatte RLX im Gegensatz zu E2 

keinen Effekt. Daß Raloxifen keinen agonistischen Effekt auf die Proliferationsrate der RL-

95-2-Zellen hat, läßt sich möglicherweise auf eine fehlende Steigerung des ERα-Levels 

zurückführen.  

Bei der Untersuchung des Differenzierungsgrades der RL-95-2-Zellen anhand des 

Nachweises von Laktoferrin zeigten Östradiol und Raloxifen einen stabilisierenden Effekt. Im 

Vergleich zu den nicht-behandelten Kontrollzellen wurde Laktoferrin in den behandelten 

Zellen deutlich stärker nachgewiesen. Der genaue Mechanismus dieses positiven östrogenen 

Effektes auf den Differenzierungsgrad der Zellen ist bisher ungeklärt. 

In Hinsicht auf ein tumorinhibierendes Potential waren die Effekte von Raloxifen auf 

apoptotische Mechanismen von besonderem Interesse. Als Indikatoren für apoptotische 

Prozesse gelten die Mitglieder der bcl-2-Familie. Die Expression des Apoptoseinhibitors bcl-2 

in Endometriumkarzinomen korrelierte positiv mit dem Grading, der Tumorklasse und dem 

PR-Status (Taskin, 1997), sowie einem niedrigen Apoptose-Index (Saegusa, 1996). Eine in 

der Brustkrebszellinie MCF7 bereits gezeigte Regulation der bcl-2-Expression (Teixerira, 

1995; Zhang, 1999) durch E2, konnte hier auch in der Endometriumkarzinom-zellinie RL-95-

2 nachgewiesen werden. Eine apoptoseinhibierende Wirkung von Östradiol (Razandi, 2000), 

drückt sich auch in dessen Einfluß auf die Proteinlevel von bcl-xL und bak aus. Während die 

Proteinmengen des Apoptoseinhibitors bcl-xL gesteigert wurde, wurde die des 

Apoptoseinduktors bak reduziert. Die Bedeutung dieser Proteinfamilie und ihrer Regulation 

durch Östradiol spielt auch im menstruellen Zyklus eine Rolle. Während der 

Proliferationsphase sind unter E2-Einfluß die Apoptoseinhibitoren bcl-2 und bcl-xL 

nachweisbar, nicht aber der Apoptosemarker bak. In der späteren Sekretionsphase, in der 

apoptotische Prozesse ablaufen (Verma, 1983; Tabizadeh, 1994; Kokawa, 1996; Spencer, 

1996; Dahmoun, 1999), dagegen sind die bcl-2- und die bcl-xL-Level erniedrigt, wohingegen 

der von bak gesteigert ist (Gompel, 1994; Otsuki, 1994; Koh, 1995; Tao, 1998; Konno, 2000). 

Raloxifen hatte genau die gegenteiligen Effekte von Östradiol, denn es reduzierte die 

Proteinlevel von bcl-2 und bcl-xL und steigerte den von bak. Das so gezeigte proapoptotische 

Potential von Raloxifen ähnelt dem für Tamoxifen in ER-positiven Brusttumoren 
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beschriebenen (Dowsett, 1995; Ellis, 1997; Zhang, 1999; Swiatecka, 2000). Die apoptotische 

Wirkung von Raloxifen könnte dabei aufgrund seines antiöstrogenen Potentials mit einer 

Apoptoseinduktion durch E2-Entzug (Nawaz, 1987; Pollard, 1987; Rotello, 1992) zu 

vergleichen sein. Die Tatsache, daß diese Beobachtungen in Zellen aus einem 

postmenopausalen Tumor gemacht wurde, zeigt, daß dieses System auch hier noch intakt zu 

sein scheint und somit einen therapeutischen Ansatzpunkt für ER-positive 

Endometriumkarzinome darstellt. Der Nachweis von apoptotischen Prozessen in Form von 

Abbauprodukten von Cytokeratin 18 konnte aber weder unter E2-Behandlung, noch unter 

RLX-Behandlung gezeigt werden. Dieses Ergebnis spricht dafür, daß Raloxifen zwar 

proapoptotische Mechanismen durch E2-Antagonismus induziert, eine direkte Apoptose aber 

nicht ausgelöst wird. Das Antiprogestin RU486 wird klinisch eingesetzt, um durch die 

antiprogestine Wirkung eine Pg-Entzugsblutung und einen Schwangerschaftsabbruch 

hervorzurufen. Auf der anderen Seite wurde für RU486 ein schwacher östrogener Agonismus 

in Form einer Steigerung der Proliferationsrate (Jeng, 1993) und der ERα- und PR-Expression 

(Maentausta, 1993; Hurd, 1999; Savoldi, 1995) aufgezeigt. Hierbei inhibierte RU486 die 

Herunterregulation der ERα-Expression durch Progesteron und führte zu einer Kontinuität der 

Proliferation und einer erhöhten bcl-2-Expression. In der Endometriumkarzinomzellinie RL-

95-2 wurde durch RU486 die Expression von bcl-xL gesteigert, was höchstwahrscheinlich auf 

eben dieses östrogene Potential zurückzuführen ist. Andererseits steigerte der RU486-Einfluß 

aber auch die Expression von bak, was wiederum auf ein apoptoseinduzierendes Potential 

hinwies. 

Durch die morphologischen Untersuchungen mit Hilfe der Elektronen- und Rasterelektronen-

mikroskopie ließen sich unter E2-Einfluß gut proliferierende Zellen darstellen. Unter RLX-

Einfluß wurden eine antiproliferative und proapoptotische Wirkung deutlich, wobei aber 

keine quantitative Aussage über das Auftreten apoptotischer Zellen gemacht werden konnte. 

Die Apoptose der Endometriumkarzinomzellen wurde durch das Vorkommen von apoptotic 

bodies (Hopwood, 1996), einer Schrumpfung der Zellen und einer Kondensation des 

Chromatins detektiert. 

 

Zusammenfassend ergeben sich folgende Schlußfolgerungen für die Rolle der ERα-

Transaktivierungsmaschinerie in der Tumorgenese und –progression im Endometrium, sowie 

für die Bedeutung in einer Therapie mit Raloxifen: Sowohl im menstruellen Zyklus, als auch 

in ER-positiven Endometriumkarzinomzellen scheint der ERα der Hauptvermittler östrogener 

Effekte, wie Proliferationsstimulation und die Stimulation der Expression östrogenregulierter 
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Gene, zu sein. Der ERβ dagegen scheint eine viel komplexere Bedeutung zu haben. Die 

Expression des ERβ wird durch Östrogen stimuliert. Im Zyklus ist der relative Level von ERα 

und ERβ für die Sensitivität des Gewebes gegenüber Östradiol entscheidend (McDonnell, 

1995). Die Steigerung der ERβ-Expression könnte also hier zu einer Verminderung der 

östrogenen Effekte, besonders der östrogenabhängigen Proliferation führen. In den gegebenen 

Zyklusanalysen zeigte sich der ERβ vermehrt in den Zelltypen und zu den Zeitpunkten, wenn 

eine östrogene Wirkung zu unterdrücken ist. Ein Mechanismus, der für diese Pufferfunktion 

denkbar ist, liegt in der Bildung von ERα-ERβ-Heterodimeren. Normalerweise ist im 

Endometrium der ERα wesentlich höher exprimiert, als der ERβ. Durch die 

östrogeninduzierte Steigerung des ERβ-Levels würden mehr Heterodimere, die zwischen  

ERα und ERβ bevorzugt gebildet werden (Pettersson, 1997), entstehen und die Quantität der 

ERα-Homodimere sinken. Eine geringere Transaktivierungsaktivtät durch die Heterodimere 

führt zu einer Reduktion der östrogenen Wirkung. Die Homo- und Heterodimere 

unterschieden sich dabei in ihrer Ligandenbindung, Koaktivatorenrekrutierung, 

Bindungsaffinität verschiedener DNA-Elemente und der Aktivitäten der AF-1 und AF-2 

(Giguere, 1998). Über diesen Mechanismus würde der ERα seine eigene Aktivität regulieren 

und der ERβ würde eine limitierende Pufferfunktion für die Wirkung von Östrogen ausüben. 

Außerdem haben ERβ- und ERα-Homodimere unterschiedliche Wirkungen an verschiedenen 

DNA-Elementen, wobei über ERβ-Dimere Antiöstrogene agonistische Effekte haben 

(Gustafsson, 2000). Die relative Menge von Homo- und Heterodimeren scheint also einen 

Effekt auf das östrogenabhängige Transaktivierungsmuster und das agonistische Potential von 

Antiöstrogenen zu haben.  Die Wirkung von SERMs, die über den ERα einen 

agonistischen/antagonistischen Effekt am ERE haben, während sie über den ERβ rein 

agonistisch wirken (Barkhem, 1998), wäre von dem Vorkommen von Homo- und 

Heterodimeren stark beeinflußt. In Tumoren scheint eine mögliche Pufferfunktion für die 

Aktivität des ERα eine bedeutende Rolle zu spielen. Wie in Endometriumkarzinomen gezeigt, 

ist der ERβ auch in den Tumoren anderer östrogenabhängiger Gewebe, wie Brust und Ovar, 

nur schwach oder gar nicht exprimiert. Ein durch die Menopause bedingter Östrogenmangel 

führt im postmenopausalem Endometrium zu einer Reduktion des ERβ-Levels, was 

möglicherweise eine Tumorgenese - induziert, z.B. durch ligandenunabhängige Aktivität des 

ERα - unterstützt.  

Eine wichtige Rolle in der ERα-Transaktivierungsmaschinerie spielen die Steroidrezeptor-

Koaktivatoren. Ihre Poolwirkung limitiert ihre Verfügbarkeit für die Rekrutierung in den ER-
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Liganden-Komplex. Insgesamt zeigten sich die SRC-Level bei den Expressionskinetiken und 

im menstruellen Zyklus relativ konstant und scheinen im Gegensatz zu den Steroidrezeptoren 

verhältnismäßig inert gegen direkte hormonelle Einflüsse zu sein. Die Bedeutung der SRCs 

bei der ERα-Transaktivierung besteht darin, ob und welche von ihnen in den 

Transaktivierungskomplex gebunden werden. Dieses hängt von deren Verfügbarkeit ab, auf 

die E2 aber selber keinen Einfluß hat. Die Korrelation der Expression der SRCs mit der des 

ERα und des PR in den Endometriumkarzinomen deutet darauf hin, daß für die Entwicklung 

östrogenabhängiger Tumore, wie Endometriumkarzinome es größtenteils sind, alle Kompo-

nenten der ERα-Transaktivierungsmaschinerie vorhanden sein müssen und deren Vor-

kommen durch allgemeine östrogene Effekte bedingt ist. Die SRCs binden unterschiedlich an 

Komplexe des ERα mit Tamoxifen und Raloxifen. Ihre Rekrutierung ist eine entscheidende 

Determinante für eine antiöstrogene oder östrogene Wirkung der beiden SERMs. Für SRC-1 

ist beschrieben, daß sein Level in Tamoxifen-resistenten Brusttumoren erniedrigt ist und ein 

höherer SRC-1-Level ein besseres Ansprechen auf eine Tamoxifen-Therapie indiziert (Berns, 

1998). Der SRC-Level eines Tumors könnte also bedeutend für ein Therapiekonzept von 

östrogenabhängigen Tumoren sein. Diagnostisch wäre also neben dem ERα auch eine 

Bestimmung des ERβ und der SRCs von Bedeutung.  

Auch für den Einsatz von Raloxifen spielen die gezeigten Mechanismen eine Rolle. Die für 

die Tamoxifen-Therapie von Mammakarzinomen gezeigte Steigerung des Risikos eines 

Endometriumkarzinoms wurde für Raloxifen bei Einsatz als Antiosteoporosemittel nicht 

deutlich (Osborne, 1999). In den Endometriumkarzinomzellinien zeigten Tamoxifen und 

Raloxifen östrogenen Agonismus auf die Expression E2-regulierter Gene, der im direkten 

Vergleich für Raloxifen deutlich schwächer ausfiel. In Abwesenheit von E2 haben also beide 

SERMs agonistisches Potential. In Gegenwart von Östrogen aber wirkt Raloxifen, wie 

Tamoxifen, klar antagonistisch. Bei Betrachtung der zellulären Wirkungen von Raloxifen in 

den Endometriumkarzinomzellinien scheint das antagonistische Potential in Form der 

proapoptotischen und antiproliferativen Wirkung dem agonistischen übergeordnet zu sein. 

Die Tatsache, daß Raloxifen in verschiedenen östrogenbeeinflußten Geweben agonistische 

oder antagonistische Wirkung hat, wirft die Frage auf, welcher Mechanismus diese 

Gewebespezifität bedingt. Eine genaue Klärung würde eine Weiterentwicklung der SERMs 

deutlich vorantreiben. Für das Endometrium wurde hier für Raloxifen eine antiproliferative 

und proapoptotische Wirkung gezeigt und, daß sein agonistische Potential geringer ist als das 

von Tamoxifen. Das Risiko eines Endometriumkarzinoms unter Raloxifen-Einwirkung 

scheint nach diesen Ergebnissen und den bisherigen Erkenntnissen unwahrscheinlich. Die 
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Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen zusammengenommen den Einsatz von Raloxifen in der 

Therapie von östrogenabhängigen Tumoren und postmenopausalen Beschwerden. 
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6. Abkürzungen und medizinische Fachbegriffe 
 
(A) Abkürzungen 
 
A   Adenosintriphosphat (in Sequenzen) oder  
   Amplifikationswert 
AIB1   amplified in breast cancer 
AF   Aktivierungsfunktion 
APS   Ammoniumperoxodisulfat 
bp   Basenpaar 
C   Cytidintriphosphat (in Sequenzen) 
CBP   CREB-binding protein 
dH2O   destilliertes Wasser 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
dATP   Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP   Desoxycytosintriphosphat 
ddATP   Didesoxyadenosintriphosphat 
ddCTP   Didesoxycytosintriphosphat 
ddGTP   Didesoxyguanosintriphosphat 
ddTTP   Didesoxythymidintriphosphat 
dGTP   Desoxyguanosintriphosphat 
dNTP   Desoxynukleotidtriphosphat 
dTTP   Desoxythymidintriphosphat 
DTT   Dithiothreitol 
E2   17β-Östradiol 
ER   Oestrogenrezeptor 
ERE   estrogen responsive element 
G   Guanosintriphosphat (in Sequenzen) 
HRT   Hormonersatztherapie 
min   Minuten 
N-CoR   nuclear receptor corepressor 
OHT   4-Hydroxy-Tamoxifen 
p/CAF   p300/CBP associated protein 
PBS   phosphate buffered saline 
Pg   Progesteron 
PR   Progesteronrezeptor 
RE   relativer Expressionswert 
REV   RE-Verhältnis  
rLA   relative Luciferaseaktivität 
RLX   Raloxifen 
RLX-HCl  Raloxifen-Hydrochlorid 
SA   Standardabweichung 
SI   Schwankungsintervall 
sec   Sekunden 
SMRT   silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor 
SR   Steroidrezeptor 
SRC   steroid receptor coactivator  = Steroidrezeptor-Koaktivator 
Std.   Stunden 
T   Thymidintriphosphat (in Sequenzen) 
TAM   Tamoxifen 
TBE   TRIS/Borat/EDTA 
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ü.N.   über Nacht 
wt   Wildtyp 
 
(B) Medizinische Fachbegriffe 
 
Endometrium   Gebärmutterschleimhaut 
Hyperplasie Größenzunahme eines Gewebes durch Vermehrung der 

spezifischen Parenchymzellen 
Hysterektomie   operative Entfernung der Gebärmutter 
Karzinom   bösartiges Geschwulst epithelialer Herkunft 
Lymphonodektomie  operative Entfernung von Lymphknoten 
Mamma   Brust 
Menopause   letzte Regelblutung 
Neoplasie   Neubildung von Körpergewebe 
Ovar    Eierstock 
Ovarektomie   operative Entfernung der Eierstöcke 
prae-/postmenopausal  vor/nach der letzten Regelblutung 
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7. Anhang 
 
7.1. Klinische Daten des Kollektivs der Mamma- und Endometriumkarzinome für die 

Steroidrezeptor- und SRC-mRNA-Expressionsbestimmungen (Tab.3.25; Tab.3.28) und die 

AIB1-Genamplifikationsanalysen (Tab.3.26). 

 

         Mammakarzinome    Endometriumkarzinome 
        Amplifikation      Expression  Amplifikation/Expression 
       (n=127)               (n=23)    (n=31) 
Charakteristika 
Alter (Jahre) 
 ≤50 33  5  0 
 >50 94 18 31 
 n.k.  0  0  0 
 
Tumorgröße 
 pT1 46  9 12 
 pT2 51 10  4 
 pT3/4 13  1  3 
 n.k. 17  3 12 
 
Nodalstatus 
 N0 52 10 17 
 N1 43  9  2 
 N2 11  1  0 
 n.k. 21  3 12 
 
Grad 
 I 14  0  9 
 II 55 11  8 
 III 26  5   7 
 n.k. 32  7  7 
 
Östrogenrezeptorstatus 
 positiv 56 11 24 
 negativ 43  6  7 
 n.k. 28  6  0 
 
Progesteronrezeptorstatus 
 positiv 65 12 25 
 negativ 31  7  6 
 n.k. 31  4  0 
 
(n.k.= nicht klassifiziert) 
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