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D.1  IN VITRO-Studien

D.1.1 Etablierung des in vitro-Proliferationstests an der Mammakarzinomzellinie MCF-7

Der in vitro-Proliferationstest wurde an der Mammakarzinom-Zellinie MCF-7 etabliert. Die
Methoden zur Messung der Zellzahl AlamarBlue und Kristallviolett wurden hierbei miteinan-
der verglichen. Nach einer dreitidgigen Estrogenablation wurden 5000 MCF-7 Zellen pro Loch
einer 96-Lochplatte ausgesit. Die Versuchsdauer betrug sieben Tage. Die Inkubation der Zel-
len mit 10! M-10®° M E, fiihrte zu einer Stimulierung des Zellwachstums. Durch 1010 M E,
wurde das Zellwachstum stark stimuliert. Die Zugabe von 10° M und 10® M E, bewirkte eine
geringe Steigerung in der Stimulation des Zellwachstums. Die Zugabe von 10" M E, stimu-
lierte das Wachstum der MCF-7-Zellen in geringerem Mal3e (Abb.10, S.50). Die Messung der
Zellzahl ergab jedoch in demselben Versuchsansatz mit Kristallviolett in Relation zur unsti-
mulierten (ETOH)-Kontrolle andere Extinktionswerte als mit AlamarBlue. Der niedrige Ex-
tinktionswert der ETOH-Kontrolle und die hohen Extinktionswerte in den Ldchern der E;-
stimulierten Zellen fiihrten zu einem breiteren MeBfenster bei Kristallviolett-Messung als bei
AlamarBlue-Messung. In der Berechnung fiihrte das bei Messung mit Kristallviolett zu hohe-
ren, prozentualen Wachstumsraten durch die E,-Zugabe, da die ETOH-Kontrolle auf den
Wert 100% festgelegt wurde. Fiir Kristallviolett wurden prozentuale Wachstumsraten von
1500-2000% fiir die untersuchten E,-Konzentrationen berechnet. Die prozentualen Wachs-
tumsraten der untersuchten E,-Konzentrationen lagen bei der Messung mit AlamarBlue im

Bereich von 320-370% (Tab.3, S.50).
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Abb.10 Stimulierung der Mammakarzinomzellinie MCF-7 durch Estradiol (E,)

5000 MCF-7 Zellen wurden mit Estradiol in verschiedenen Konzentrationen sieben Tage lang in ih-

rem Wachstum stimuliert. Ein Mediumwechsel erfolgte nach drei Tagen. Die Ethanol(ETOH)-Kon-

trolle zeigte das unstimulierte Wachstum. Die Messung der Zellzahl erfolgte vergleichend mit Ala-

marBlue und Kristallviolett.

Tab.3 Prozentuale Wachstumsraten der estradiolstimulierten Proliferation von Mammakarzi-

nomzellen MCF-7

bezogen auf eine Ethanolkontrolle bei Messung mit AlamarBlue und Kristallviolett nach sieben Tagen

AlamarBlue

Kristallviolett

10" | 10M | 10° M

10 M

E, Konzentration

10" [ 10°M | 10°M | 10*M

321% | 366% | 365%

368%

%-Wachstum

1526% | 1953% | 2007% | 2008%
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In einem weiteren, siebentéigigen Versuch wurde das mit 10"° M E, stimulierte MCF-7-Zell-
wachstum durch die Inkubation mit dem reinen AE ZK 191703 gehemmt. ZK 191703 wurde in
den Konzentrationen von 107'° M-10"7 M getestet. Mit steigender AE-Konzentration wurde das
Zellwachstum stirker gehemmt. Bei einer Konzentration von 10® M entsprach das Ep-stimu-
lierte Wachstum nach Inkubation mit dem AE ZK 191703 dem unstimulierten Wachstum der
Zellen (Abb.11, S.52). Die Inkubation mit ZK 191703 in der héheren Konzentration von 107 M
bewirkte keine weitere Wachstumshemmung der MCF-7-Zellen. Die Extinktionswerte von
stimulierter (E,-) und unstimulierter (ETOH-) Kontrolle hatten bei der Kristallviolett-Messung
einen grofleren Abstand als bei Messung mit AlamarBlue. Mit diesem breiteren Messfenster
wurden ausgehend von der E;-Kontrolle (=100%) hohere Werte prozentualer Wachstumsraten
berechnet. Die effektivste MCF-7-Wachstumsinhibition von 93% wurde mit der Kristallviolett-
Messung bei Inkubation mit 10”7 M ZK 191703 beobachtet. Im gleichen Versuch wurde mit der
AlamarBlue-Messung eine maximale Wachstumsinhibition von 65% beobachtet.
MCF-7-Zellen zeigten in den Versuchen zur Wachstumsstimulierung und -hemmung bei
Messung mit Kristallviolett grolere Unterschiede zwischen stimulierten(E,-) und unstimu-
lierten(ETOH-) Kontrollextinktionswerten. Der hierdurch groBere Messbereich ermoglichte
die Berechnung hoherer Prozentwerte von den Extinktionswerten der Testsubstanzen, da sie
auf den ETOH-Extinktionswert bei Wachstumsstimulierung und auf den E,-Extinktionswert
bei Wachstumshemmung bezogen wurden (=100%). Diese Beobachtungen lassen den Schluf3
einer positiven Korrelation zwischen Messfensterbreite und Testsensitivitidt zu. Die Messung
der Zellzahl mit Kristallviolett erhoht die Testsensitivitét, da bei dieser Messung ein breiteres
Messfenster entsteht. Aus diesem Grunde wurden alle weiteren in vitro-Proliferationsversuche

mit der Kristallviolett-Messung durchgefiihrt.

51



Ergebnisse

ALAMARBLUE KRISTALLVIOLETT

B_ 2

111
E ER|
g 2
£ i
I 3
S | £
EOl e |
s | g 0
< m] 2
N <
g I )
N [ a
2 L )
5™ Sl
3 o Bl
co B

]

" []
0 0
70 9 18 07 0 19 08 7
Korgentration[M Koreertration[M

“Ey == ZK 191703/, 10"'M

ETOH
Abb.11 Wachstumsinhibition von Mammakarzinomzellen MCF-7 durch ZK 191703

MCF-7 Zellen wurden mit dem reinen AE ZK 191703 in verschiedenen Konzentrationen in Anwesen-
heit von 10" M E, sieben Tage lang bei einem Mediumwechsel nach drei Tagen inkubiert. Eine Etha-
nol(ETOH)-Kontrolle zeigte das unstimulierte Wachstum. In der E,-Kontrolle wurde das mit 10" M
E,-stimulierte Zellwachstum dargestellt. Die Messung erfolgte vergleichend mit AlamarBlue und Kris-

tallviolett.

D.1.2 Wachstumskurven der Endometriumkarzinomzellinien zur Bestimmung der Zellzahl

Das Zellwachstum in der Kultur verlauft geméf einer sigmoiden Wachstumskurve. Sie be-
steht aus der Anlauf- und Beschleunigungsphase, in denen die Zellen anfangs lediglich an
GroBe zunehmen und dann ihre Teilungsrate erh6hen, aus der logarithmischen Phase, in der
die Teilungsgeschwindigkeit konstant ist, und aus der Verzogerungs-, stationdren und Ab-
nehmphase, in denen die Zellen iiber eine verlangsamte Wachstumsgeschwindigkeit zu einer
konstanten Zellzahl kommen und schlieBlich absterben. Wegen ihrer Linearitét eignet sich die

logarithmische Phase fiir Wachstumsstudien. In flinftdgigen Versuchen wurden biologische
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Wachstumskurven fiir alle Endometriumkarzinomzellinien bei unterschiedlichen Zellzahlen
ermittelt. Die Zellen erhielten ihr jeweiliges Kulturmedium ohne Zusatz weiterer, hormoneller
Substanzen. Fiir jede Startzellzahl wurde eine Wachstumskurve erstellt. Aus diesen Kurven
konnte diejenige Zellzahl abgelesen werden, die in einem Loch einer 96-Lochplatte ausgesit
werden muf3, um innerhalb des logarithmischen Bereiches der Wachstumskurve einen Ver-
such von ungefdhr fiinf bis sieben Tagen zu ermdglichen. Abhidngig von der Proliferations-
geschwindigkeit der Zellen ergaben sich Zellzahlen im Bereich von 1800 bis 6000 Zellen
(Tab. 4).

Tab.4 Optimale Zellzahl pro Loch einer 96-Lochplatte fiir Proliferationsversuche mit Endo-

metriumkarzinom-Zellinien

ECC-1 Ishikawa | MFE-296 | MFE-280 | MFE-319 KLE

Zellen/Loch 2000 2000 1800 6000 2000 5000

D.1.3 Hormonsensitivitit und Estrogenrezeptor-Expression von Endometriumkarzinomzel-

len

Zur Bestimmung einer moglichen Estrogensensitivitit der Endometriumkarzinomzellen wur-
de die ER-Expression in den Zellen untersucht. Die ER-Menge wurde mit dem ER-EIA in
Zellen ermittelt, die in ihren jeweiligen Standardmedien kultiviert wurden. Die Ergebnisse
lieBen einen Vergleich der Zellinien unter Standardbedingungen zu. Die humanen Endometri-
umkarzinom-Zellinien Ishikawa und ECC-1 waren ER-positiv. ECC-1-Zellen exprimierten
mit 187 fmol ER/mg Protein achtmal mehr Rezeptoren als Ishikawazellen mit
24 fmol ER/mg Protein. Die ER-Expression der Zellinien MFE-280, MFE-296, MFE-280 und
KLE lag unterhalb des detektierbaren Limits. Diese humanen Endometriumkarzinom-Zelli-

nien waren ER-negativ (Abb.12, S.54).
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Abb.12 Charakterisierung der Endometriumkarzinom-Zellinien in Bezug auf eine Estrogenre-
zeptor-Expression

Die Zellen wurden unter Standardbedingungen kultiviert und die Estrogenrezeptoren mit dem ER-

Enzymimmunoassay detektiert.

In einem weiteren Versuch wurde der Einflul modifizierter Kulturbedingungen auf die ER-
Expression fiir Ishikawazellen untersucht (Abb.13, S.55). Eine dreitdgige Estrogenablation
bewirkte mit 23 fmol ER/mg Protein keine Verdnderung in der ER-Expression gegentiiber der
unter Standardbedingungen vorhandenen ER-Expression. Bei einer Estrogenabablation iiber
39 Tage wurden 33 fmol ER/mg Protein in den Ishikawazellen exprimiert. Eine 50 Tage an-
dauernde Inkubation der Zellen mit 10® M Tamoxifen bewirkte eine ER-Expression von
62 fmol ER/mg Protein. Wurde die Inkubation mit Tamoxifen auf 101 Tage ausgedehnt, ver-
ringerte sich die Rezeptorexpression auf 37 fmol ER/mg Protein. Die niedrigsten ER-Werte

von 7 fmol ER/mg Protein wurden bei Inkubation der Ishikawazellen mit 10°M E, beo-

bachtet.
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Abb.13 Estrogenrezeptor-Expression in Ishikawazellen unter modifizierten Kulturbedingungen

Ishikawazellen wurden ohne Estrogene, mit Tamoxifen oder mit Estradiol kultiviert und die Estrogen-

rezeptoren mit dem ER-Enzymimmunoassay detektiert, n=3 bzw. n=9 (3 Tage Estrogenablation).

D.1.4 Stimulierung der Proliferation von Endometriumkarzinomzellinien durch Estradiol

Nach Bestimmung der ER-Expression in den Zellinien wurde die Aktivitdt der vorhandenen
Rezeptoren getestet. Die Zellen wurden mit E, in Konzentrationen von 10" M- 107 M inku-
biert. Die Zellproliferation wurde nach 5-7 Tagen durch den Kristallviolett-Test bestimmt.
Um eine E,-abhingige Stimulierung der Proliferation iiber andere Mechanismen als den ER
festzustellen, wurden die ER-negativen Zellinien in diesen Versuch mit einbezogen. Ishika-
wazellen wurden nach einer 42-tdgigen Estrogenablation in dem Versuch eingesetzt. Allen
anderen Zellinien wurden vor Versuchsbeginn fiir drei Tage phenolrotfrei und ohne Serum-
Estradiol kultiviert. Die Proliferation der ECC-1-Zellen wurde bezogen auf die ETOH-Kon-
trolle (=100%) bei 107" M E, auf 421% stimuliert. Das Zellwachstum war bei Inkubation mit
hoheren Estrogenkonzentrationen vergleichbar stimuliert. Ishikawazellen wurden durch 10°
8 M E, am effektivsten auf 133% in ihrem Wachstum stimuliert. Die MFE-296-, MFE-280-,
MFE-319- und KLE-Zellen zeigten nach Estrogenstimulierung keinen Unterschied zum
Wachstum unstimulierter Zellen (Abb.14, S.56).
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Abb.14 Effekte verschiedener Estradiolkonzentrationen auf die Proliferation humaner Endo-

metriumkarzinomzellen.

Messung der Zellzahl nach 5-7 Tagen mit Kristallviolett. Bezogen auf die ETOH-Kontrolle (=100%)
wurden prozentuale Wachstumsraten repriasentativer Versuche logarithmisch aufgetragen. Die Dar-

stellung in Prozent machte Angaben iiber die Quantile einzelner Messgruppen nicht mdglich.

D.1.5 Inhibierung der estrogenstimulierten Proliferation von Endometriumkarzinomzellen

durch Antiestrogene

Die antiproliferative Wirkung der reinen AE ZK 191703 und ICI 182,780 sowie des partial-
agonistischen AE Tamoxifen wurden in Anwesenheit von 10"°M E, an allen Zellinien gete-
stet. Alle Zellen wurden drei Tage vor Versuchsbeginn phenolrotfrei und mit CCS kultiviert.
Ishikawazellen wurden 42 Tage estrogenfrei kultiviert. In den ER-negativen Zellen der Ade-
nokarzinomzellinien MFE-296, MFE-280, MFE-319 und KLE bewirkte die Inkubation mit
AE keine Verdnderung im Proliferationsverhalten. Die Zellen proliferierten in demselben
Mafe wie die estrogenstimulierten und die unstimulierten Zellen. In den ER-positiven Ishi-
kawa- und ECC-1-Zellen bewirkten die AE eine Wachstumshemmung (Abb.15, S.58). Ishi-
kawazellen wurden bei Inkubation mit ZK 191703 um maximal 37% in ihrer Proliferation
gehemmt. In ECC-1-Zellen bewirkte ZK 191703 eine im Vergleich zur E;-Kontrolle sehr viel

groBere Wachstumshemmung von 91%. In beiden Zellinien war die jeweilige, maximale
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Wachstumshemmung bei einer Konzentration von 10° M ZK 191703 erreicht. ICI 182,780
hemmte das Wachstum von Ishikawazellen maximal um 25% ab einer Konzentration von 10
M. ECC-1-Zellen wurden durch dieselbe Konzentration von ICI 182,780 um 80% in ihrem
Wachstum gehemmt. Bei Inkubation der ECC-1-Zellen mit 10° M ICI 182,780 wurde eine
Wachstumshemmung von 85% beobachtet. Durch die Inkubation mit dem partialagonisti-
schen AE Tamoxifen bei einer Konzentration von 10° M wurde eine maximale Wachstums-
hemmung von 22% in Ishikawazellen und von 71% in ECC-1-Zellen beobachtet. Ein Ver-
gleich der 50%-Wachstumshemmung (ICsp) durch AE in ECC-1-Zellen ergab fiir ZK 191703
eine Konzentration von 6,6 x 10" M, fiir ICI 182,780 eine Konzentration von 1,4 x 10°M

und fiir Tamoxifen eine Konzentration von 4,5 x 10° M.
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Abb.15 Effekte verschiedener Antiestrogen-Konzentrationen auf die Proliferation humaner,

estrogenstimulierter Endometriumkarzinomzellen.

Die Zellzahl wurde mit dem Kristallviolett-Assay nach fiinf (Ishikawa) und sieben (ECC-1) Tagen
bestimmt. Bezogen auf die estrogenstimulierte Kontrolle (=100%) wurden die Wachstumsraten repré-
sentativer Versuche prozentual in einer logarithmisch skalierten Grafik aufgetragen. Die Darstellung

in Prozent machte Angaben iiber die Quantile einzelner Messgruppen nicht moglich.
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D.2 INVIVO - Studien

D.2.1 Wachstum von Endometriumkarzinomen in estrogensupplementierten SCID M#iusen

Die Transplantation von Tumorzellen in ein Tiermodell ermoglicht das Studium physiolo-
gisch komplexerer, Wachstumsbedingungen als die Zellkultur. Um das Wachstum estro-
genstimulierter Zellen in vivo zu untersuchen, wurden die ER-positiven Ishikawa- und ECC-
1-Zellen sowie die ER-negativen MFE-296- und MFE-280-Zellen subkutan in SCID Méiuse
transplantiert. Die Méuse wurden mit E,-Pellets (p) in den Konzentrationen von 0,36 mg,
1,7 mg sowie 0,5 mg plus 10 mg Progesteron supplementiert. Neben einer unbehandelten
Kontrollgruppe wurde eine Gruppe Méiuse mit 5 mg Tamoxifenpellets behandelt. Im Ishi-
kawa-Modell wirkten E, in der Dosierung 0,36 mg und Tamoxifen nach 32 Tagen deutlich
proliferationsstimulierend (Abb.16). Die Tumore dieser beiden Gruppen hatten eine Grof3e
von 200 mm? im Vergleich zu den 70 mm? groen Tumoren der unbehandelten Kontroll-
gruppe. Dieser Grofenunterschied war zum Versuchsende nach vier Wochen statistisch signi-

fikant (p<0,05).
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Abb.16 Das Wachstum von Ishikawatumorzelltransplantaten in estrogen- und tamoxifen-

supplementierten SCID Miusen

Das Wachstum subkutan transplantierter Ishikawatumore wurde in SCID M4iusen, die mit Estrogenen
verschiedener Konzentrationen oder mit Tamoxifen supplementiert wurden, untersucht (n=06,

p<0,05%/%%).
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Die Tumore der ECC-1-Zellen zeigten ein geringeres Wachstum. Die Tumore hatten nach
Estrogenstimulierung in allen Dosierungen eine Grofle von 35 mm?. In der unbehandelten
Kontrollgruppe ohne Estrogenbehandlung wuchsen die Tumore nicht. Die Behandlung mit
Tamoxifen fiihrte zu einer vollstindigen Tumorregression (Abb.17). Die Tumore der MFE-
296-Zellen zeigten unabhéngig von supplementierten Hormonen, Estrogen oder Tamoxifen,
ein mit den Tumoren der unbehandelten Kontrollgruppe vergleichbares Wachstum (Abb.18,
S.61). Die MFE-280-Tumore zeigten ein schwaches, jedoch nicht signifikantes Wachstum bei
Hormonsupplementierung (Abb.18, S.61).
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Abb.17 Das Wachstum von ECC-1-Tumorzelltransplantaten in estrogen- und tamoxifensupple-

mentierten SCID Miusen

Das Wachstum subkutan transplantierter ECC-1-Tumore wurde in SCID Maiusen, die mit Estrogenen
verschiedener Konzentrationen oder mit Tamoxifen supplementiert wurden, untersucht (n=6,

p<0,05%/%%).
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Abb.18 Das Wachstum von MFE-296- und MFE-280-Tumorzelltransplantaten in estrogen- und

tamoxifensupplementierten SCID Méusen

Das Wachstum subkutan transplantierter MFE-296- und MFE-280-Tumore wurde in SCID M4iusen,

die mit Estrogenen verschiedener Konzentrationen oder mit Tamoxifen supplementiert wurden, unter-

sucht (n= 6).
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Die am Versuchsende entnommenen Tumore wurden proteinbiochemisch im ER-EIA auf ihre
ER-Expression hin untersucht. Je hoher die Dosierung an E; in den Tumoren war, desto ge-
ringer war die ER-Expression. Nach Behandlung mit 0,36 mg E, und mit 0,5 mg E, plus
10 mg Progesteron wurden in den Tumoren 110-120 fmol ER/mg Protein exprimiert. In mit
1,7 mg E, behandelten Tumoren wurden 74 fmol ER/mg Protein exprimiert. Ishikawatumore
der unstimulierten Kontrollgruppe exprimierten mit 125 fmol ER/mg Protein geringgradig
mehr ER als estrogenbehandelte. Tamoxifenbehandelte Tumore exprimierten mit 200 fmol
ER/mg Protein statistisch signifikant mehr ER als mit 1,7 mg E, behandelte Tumore (p<0,05)
(Abb.19). In den ECC-1-Tumoren der unbehandelten und tamoxifenbehandelten Tiere konn-
ten keine ER bestimmt werden, da das Tumormaterial in zu geringen Mengen vorhanden war.
Die estrogenbehandelten Tumore exprimierten wiederum bei hoherer E;-Dosierung weniger
ER. Mit 0,36 mg E, behandelte Tumore exprimierten 225 fmol ER/mg Protein, mit 0,5 mg E;
plus 10 mg Progesteron behandelte Tumore 185 fmol ER/mg Protein und mit 1,7 mg E, be-
handelte ECC-1-Tumore exprimierten 130 fmol ER/mg Protein (Abb.19). Eine ER-Expres-
sion in den Tumoren der Zellinien MFE-296 und MFE-280 wurde ausschlieBlich in den mit
Tamoxifen behandelten Gruppen beobachtet. MFE-296-Tumore exprimierten 18 fmol ER/mg
Protein und MFE-280-Tumore 15 fmol ER/mg Protein (Abb.20, S.63).
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Abb.19 Expression der Estrogenrezeptoren in den in vivo-Tumoren von Ishikawa- und ECC-1-

Zellen

Die Tumore wurden in vivo hormonell unterschiedlich behandelt, n= 6 (Ishikawa) und n=2 (ECC-1).
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Abb.20 Expression der Estrogenrezeptoren in den in vivo-Tumoren von MFE-296- und MFE-
280-Zellen

Die Tumore wurden in vivo hormonell unterschiedlich behandelt, (n= 6).

D.2.2 Inhibition des Wachstums von Endometriumkarzinomen durch Antiestrogene in estro-

gensupplementierten und tamoxifenbehandelten SCID Méiusen

Da nur die Endometriumkarzinommodelle Ishikawa und ECC-1 in ihrem Wachstum durch
Estrogene stimuliert wurden, wurde die antiproliferative AE-Wirkung an diesen beiden Zelli-
nien getestet. Eventuelle in vivo-Wachstumseffekte iiber andere Wege als den ER wurden in
einem Versuch mit der ER-negativen Zellinie MFE-280 untersucht. Im Gegensatz zu den Mo-
dellen Ishikawa und MFE-280, in denen den Mausen subkutan Tumorzellen injiziert wurden,
wurde das Modell ECC-1 wegen des geringen Tumorwachstums (Abb.17, S.60) erst nach
einer dreimaligen Tumorpassage von Tier zu Tier etabliert. Diese Tierpassagen, in deren Ver-
lauf die Tumortransplantate jeweils 6-8 Wochen in einem Tier wuchsen, ermoglichten die
Adaption des Tumors an die Umgebung und damit ein besseres estrogenstimuliertes (0,36 mg
E,/p) Tumorwachstum. In den ER-positiven Endometriumkarzinommodellen Ishikawa und
ECC-1 wurde eine Hemmung des Tumorwachstums nach AE-Behandlung beobachtet. Nach
Behandlung mit ZK 191703 bei oraler Verabreichung von 30 mg/kg KG waren die Ishika-
watumore 100 mm? und die ECC-1-Tumore 30 mm? gro3. Diese Tumore waren mit den je-
weiligen Tumoren der unbehandelten, ovarektomierten Mause in ihren Gréen zu verglei-

chen, da kein statistisch signifikanter Unterschied vorlag. Im Modell ECC-1 waren diese mit
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ZK 191703 behandelten Tumore zusétzlich signifikant kleiner als die Tumore der E,-Kon-
trolle (80 mm?). Nach einer ICI 182,780-Behandlung wurde die Tumorproliferation in beiden
Modellen nicht gehemmt. ICI 182,780 wurde als Depot fiir 28 Tage subkutan verabreicht
(250 mg/kg KG). Die Behandlung mit dem partialagonistischen AE Raloxifen (20 mg/kg KG
p.o.tagl.) zeigte in beiden Modellen keine statistisch signifikante Wachstumshemmung im
Vergleich zur E;-Kontrolle. Die Behandlung mit Tamoxifen (10 mg/kg KG p.o.tégl.) fiihrte in
den Modellen zu unterschiedlichen Ergebnissen. In den Ishikawatumoren wurden keine Un-
terschiede zur E;-Kontrolle beobachtet. Die Tumore waren mit 200 mm? signifikant groB3er als
die in der Ovarektomie-Gruppe. Das Wachstum von ECC-1-Tumoren wurde durch die Tamo-
xifenbehandlung gegeniiber der E,-Kontrolle signifikant gehemmt (30 mm?) (Abb.21, S.65).
Das Wachstum der MFE-280-Tumore war iiber den Behandlungszeitraum von fiinf Wochen
hormonell nicht beeinflu3bar. Die Tumore der unbehandelten, estradiolstimulierten und AE-
behandelten Tiere hatten alle eine Grofle von 90-110 mm? (Abb.22, S.66). In einem weiteren
Versuch mit dem Ishikawa-Modell wirkte ICI 182,780 bei téglicher, subkutaner Applikation
geringfiigig antiproliferativ. Nach Applikation von 3 mg ICI 182,780/kg KG téglich s.c. wa-
ren die Tumore 140 mm?, bei 10 und 30 mg ICI 182,780 100 mm? groB3. Diese Tumore unter-
schieden sich in ihrer Grof3e statistisch nicht von denen der E,-Kontrolle (180 mm?). Jedoch
waren bei den Dosierungen 10 mg und 30 mg ICI 182,780/kg KG auch zur Ovarektomie-
Kontrolle (50 mm?) keine signifikanten Unterschiede nachzuweisen (Abb.23, S.66). Da wih-
rend dieser tdglichen, subkutanen Applikationen in den SCID Maiusen Hautnekrosen beo-
bachtet wurden, war eine weitere Anwendung dieser Behandlungsmethode nicht moglich.

In einem weiteren Versuch mit dem Ishikawa-Modell wurde die antiproliferative Eigenschaft
der AE bei einem nach Tamoxifenbehandlung stimulierten Tumorwachstum untersucht. Das
Ergebnis korrelierte mit den Ergebnissen des estrogenstimulierten Versuchs. Die Behandlun-
gen mit ICI 182,780 (200 mm?) und Raloxifen (170 mm?) zeigten in den Tumoren keine
wachstumshemmende Wirkungen im Vergleich zu den 165 mm? grolen Tumore nach Tamo-
xifenbehandlung. Nach ZK 191703-Behandlung wurde eine Hemmung des Tumorwachstums
beobachtet (110 mm?). Die Tumore waren durch die Wachstumshemmung nach ZK-Behand-
lung in ihrer GroBe mit den Tumoren der Ovarektomie-Gruppe zu vergleichen (70 mm?). Es

bestand kein statistisch signifikanter Unterschied (Abb.24, S.67).
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Abb.21 Hemmung der estrogenstimulierten Tumorproliferation durch reine und partialago-

Die SCID Maéuse mit den subkutan transplantierten Tumorstiicken (ECC-1) oder Tumorzellen (Ishi-
kawa) wurden ab einer Tumorfliche von 25mm? téglich mit ZK 191703, Tamoxifen und Raloxifen

oral und mit ICI 182,780 alle 28 Tage subkutan behandelt, n=10 (Ishikawa) und n=8 (ECC-1), p<0,05
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Abb.22 Hemmung der estrogenstimulierten Tumorproliferation durch reine Antiestrogene im

Endometriumkarzinommodell MFE-280

Die SCID Maéuse mit den subkutan transplantierten Tumorzellen wurden ab einer Tumorfliche von

25mm? tiglich mit ZK 191703 oral und mit ICI 182,780 alle 28 Tage subkutan behandelt, n=10.
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Abb.23 Hemmung der estrogenstimulierten Tumorproliferation durch reine Antiestrogene ver-

schiedener Dosierungen im Endometriumkarzinommodell Ishikawa

Die SCID Méuse mit den subkutan transplantierten Tumorzellen wurden ab einer Tumorfliche von

25mm? téglich mit ZK 191703 und ICI 182,780 verschiedener Dosierungen pro kg Korpergewicht

subkutan behandelt, n=7.
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Abb.24 Hemmung der tamoxifenstimulierten Tumorproliferation durch reine und partialago-

nistische Antiestrogene im Endometriumkarzinommodell Ishikawa

Die SCID Méuse mit den subkutan transplantierten Tumorzellen wurden ab einer Tumorfliche von
25mm? taglich mit ZK 191703 und Raloxifen oral und mit ICI 182,780 alle 28 Tage subkutan behan-
delt, n=10.

D.2.3 Histologische Untersuchung der Endometriumkarzinome aus den in vivo-Experimen-

ten

Die histologischen Untersuchungen der Tumore aus den Endometriumkarzinommodellen in
der SCID Maus wurden durchgefiihrt, um die in vivo beobachteten, antiproliferativen Wir-
kungen der AE zu bestitigen und um weitere Auswirkungen auf den Tumor durch diese AE

im Hinblick auf die Histomorphologie zu eruieren.

Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 in den Endo-
metriumkarzinomen

Um Unterschiede im Proliferationsverhalten der in vivo-Endometriumkarzinome nach hormo-
neller Behandlung nachzuweisen, wurde die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 un-
tersucht. Der Ki-67-Antikorper stammt aus dem Klon Ki-S5. Ki-67 wird wihrend der G1-,
Synthese-, G2- und Mitose-Phasen, nicht aber in der GO-Phase im Nukleus exprimiert und

zeigt damit ein Zellwachstum an (Gerdes et al. 1984). Die Farbung erfolgte in den Tumoren

67



Ergebnisse

der Zellinien MFE-280, MFE-296 und ECC-1 aus den Tumorwachstumsversuchen in estro-
gensupplementierten Mausen und in den Tumoren der Zellinien ECC-1, Ishikawa und MFE-
280 aus den Tumorwachstumshemmversuchen durch AE-Behandlung. Es wurden keine Un-
terschiede durch die E,- oder AE-Behandlung in der Expression des Proliferationsmarkers Ki-

67 beobachtet. In allen Schnitten waren 25-50 Zellen pro 1000 Zellen Ki-67-positiv.

Einfluff von Antiestrogenen auf das Tumorzellen/Stroma-Ver-
hdltnis in Endometriumkarzinomen

Die Tumorzellen der humanen, endometrialen Adenokarzinome entstammen dem epithelia-
lem Gewebe. Sie werden umgeben vom Stroma, einem bindegewebigen Stiitzgewebe mit ent-
haltenen GefdBlen. Das Tumorzellen/Stroma-Verhéltnis ist Marker fiir den Einflul von Estro-
genen und AE auf das Proliferationsverhalten von Tumor- und Stromazellen. Die Verdnde-
rung dieses Gewebeverhiltnisses von Tumorzellen zu Stroma in den Endometriumkarzino-
men wurde in einer HE-Farbung untersucht. Hierzu wurden die Tumore der Zellinien MFE-
280 und MFE-296 aus den Tumorwachstumsversuchen in estrogensupplementierten Méiusen
und die Tumore der Zellinien ECC-1, Ishikawa und MFE-280 aus den mit AE behandelten
Tumorwachstumshemmversuchen herangezogen, gefarbt und ausgewertet. In der Auswertung
wurde das Tumorzellen/Stroma-Zahlenverhéltnis betrachtet. Fiir die ER-negativen Zellinien
MFE-296 und MFE-280 war tendenziell eine Verschiebung des Verhéltnisses zugunsten der
Tumorzellen in den unbehandelten und ovarektomierten Kontrollgruppen zu verzeichnen. Die
mit Estrogenen behandelten Tumore zeigten histologisch mehr Stroma. Nach Behandlung mit
reinen AE erhohte sich der Anteil an Tumorzellen. Nach Tamoxifen-Behandlung wurde in
den Tumoren des Modells MFE-296 ein hoherer Anteil an Stromagewebe und im Modell
MFE-280 ein hoherer Anteil an epithelialem Tumorgewebe nachgewiesen (Abb.25, S.69). In
den Tumoren der ER-positiven Zellinien Ishikawa und ECC-1 bewirkten Estrogene eine ten-
denzielle Verschiebung des Verhiltnisses zugunsten der Tumorzellen. Nach AE-Behandlung
war der Anteil an Stromagewebe ausgeprigter und somit das Zahlenverhdltnis Tumor-
zelle/Stroma niedriger. ZK 191703 behandelte ECC-1-Tumore besallen einen im Vergleich zu
ICI 182,780-behandelten Tumoren hoheren Anteil an Stroma. Nach Tamoxifenbehandlung
war in den ECC-1-Tumoren eine Verschiebung des Verhéltnisses in Richtung Stroma zu beo-

bachten (Abb.26, S.70).
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Abb.26 Tumorzellen/Stroma-Verhiiltnis von Tumoren Estrogenrezeptor-positiver, endometria-

ler Adenokarzinom-Zellinien

Die Hématoxylin-Eosin gefarbten Tumorschnitte wurden histologisch untersucht (n=8 (ECC-1), n=7
(Ishikawa)). Im Ishikawa-Modell wurden taglich subkutan 10 mg/kg KG ZK 191703 und 3 mg/kg KG
ICI 182,780 appliziert. Im Modell ECC-1 wurden téglich oral 30 mg/kg KG ZK 191703 und subkutan
alle 28 Tage 250 mg/kg KG ICI 182,780 verabreicht. Tamoxifen wurde in einer Dosierung von
10 mg/kg KG p.o. tdglich verwendet.

Differenzierungsgrad der endometrialen Adenokarzinome

Alle verwendeten Zellinien entstammen humanen, endometrialen Adenokarzinomen. Das
reife Adenokarzinom ist pathologisch-histologisch gekennzeichnet durch mehrreihige bis
mehrschichtige, epitheliale Zellen in Form schlanker Driisen mit wenig enthaltenem Schleim.
Das unreife Adenokarzinom zeigt histologisch das Bild vorwiegend solider Zapfen mit An-
fangen von Driisenbildung in Gestalt von Pseudorosetten und Radidrstellung der Zellkerne.
Aber auch hier sind klein-alveoldre Driisen vorhanden (Dallenbach-Hellweg 1981). Die
Schnitte der Zellinien Ishikawa und MFE-296 wiesen in der HE-Féarbung eine vollstdndige
Entdifferenzierung der epithelialen Tumorzellen auf. Charakteristische Strukturen eines Ade-
nokarzinoms waren nicht nachweisbar. Die Schnitte der ECC-1-Tumore aus dem estrogensti-
mulierten Tumorwachstumversuch (sieche Abb.17, S.60) zeigten in allen Gruppen schwach
differenzierte, driisige Strukturen. Das histologische Bild der ECC-1-Tumore nach den Tier-
passagen war gepriagt von entdifferenzierten Tumorzellen ohne Driisenbildung (Abb.27,
S.71). Die Schnitte der MFE-280-Tumore zeigten histologisch nach Behandlung mit 0,36 mg
E> und mit ICI 182,780 Anfédnge von Driisenbildung. Diese Tumore waren als schwach diffe-

renziert einzustufen.
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» A5, A

HE-Firbung, Vergrofierung 20x (a) und 40x (b)

Abb.27 Differenzierungsgrad in Tumoren der Zellinie ECC-1, etabliert aus einem humanen, en-
dometrialen Adenokarzinom

Die Zellinie ECC-1 wurde als Zellen (I) und als Tumorgewebsstiicke nach drei Tierpassagen (II) sub-
kutan in estrogensupplementierte SCID Méuse transplantiert. HE-geférbte Tumorschnitte der ECC-1-
Zelltumore zeigten schwach differenziert adenokarzinom-typische Strukturen im Gegensatz zu den

Tumoren nach den Tierpassagen.
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