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1 Einleitung 
 

1.1 Karzinogenese 

 

Krebserkrankungen stehen in industrialisierten Ländern nach den Herz- und Kreislaufer-

krankungen auf Rang zwei der Todesursachen. Nahezu jeder Dritte erkrankt, nahezu jeder 

Fünfte stirbt an den Folgen von Krebs. Die Entstehung von Krebs ist ein sehr komplexer 

Prozess und kann nicht auf ein einzelnes Ereignis oder eine einzige Ursache zurückgeführt 

werden. Es müssen mehrere, voneinander unabhängige Ereignisse zufällig zusammen-

kommen. Dies geschieht normalerweise im Laufe von Jahren und Jahrzehnten. Frühe tier-

experimentelle Studien belegen die Hypothese, dass sich normale Körperzellen nicht un-

mittelbar in maligne Zellen umwandeln (Berenblum und Shubik, 1949; Friedewald und 

Rous, 1950). Vielmehr ist ein mehrstufiger und multifaktorieller Prozess an der Tumorent-

stehung beteiligt, der sich über einen Großteil der Lebenszeit eines Individuums erstreckt.  

 

Aufgrund biologischer und epidemiologischer Erkenntnisse entwickelten Armitage und 

Doll (1957) ein erstes mathematisches Mehrstufenmodell der Karzinogenese, welches 

wichtige Überlegungen zur Tumorinzidenz und Progression ermöglichte, lange bevor mo-

lekularbiologische Daten vorlagen (Frank, 2004). Anhand dieses Modells konnten nun 

frühere Beobachtungen, wie z.B. die Latenzzeit ab Einwirkung eines Karzinogens bis zur 

Tumorentstehung oder synergistische Effekte von kanzerogenen Faktoren, nachvollzogen 

werden (Ritter et al., 2003). Weitere Faktoren wie die Zellproliferationskinetik (Moolgav-

kar und Knudson, 1981; Moolgavkar und Luebeck, 1992) oder Abnahme der Tumorinzi-

denz in hohem Alter (Ritter et al., 2003) wurden in die stochastischen Modelle mit einbe-

zogen. Trotzdem blieben viele Fragen zur Karzinogenese offen.  

 

Anhand weiterer experimenteller Befunde und der unterschiedlichen Wirkungsweise ver-

schiedener Faktoren wurde ein Dreistufenkonzept der Krebsentstehung entwickelt (He-

cker, 1978; Hecker et al., 1983; Hecker, 1984; Stenback et al., 1981). Hierbei werden im 

Wesentlichen folgende, in der zeitlichen Abfolge festgelegte Schritte angenommen, die 

Initiation, die Promotion und die Progression. Zur Karzinogenese tragen genotoxische und 

epigenetische oder nichtgenotoxische Mechanismen bei. Die Ersten verursachen DNA-

Schäden, die Zweiten keine. Initiation erfolgt über Genotoxizität. Der Effekt ist irreversi-
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bel. Initiierte Zellen können dauernd inaktiv bleiben, durch Apoptose eliminiert werden 

oder zum Tumor heranwachsen. Tumorpromotoren können nach vorausgegangener Initia-

tion die Inzidenz für einen Tumor deutlich erhöhen. Sie sind jedoch nur bedingt kanzero-

gen. Eine kontinuierliche Einwirkung über längere Zeit ist erforderlich und der Effekt ist 

am Anfang reversibel. Für Stoffe mit tumorpromovierenden Eigenschaften ist kaum ein 

einheitlicher Wirkmechanismus vorstellbar. Ein gemeinsamer Aspekt ist jedoch, dass sie 

das Wachstum initiierter Zellen und präneoplastischer Veränderungen beschleunigen. Sie 

verkürzen somit die Latenzzeit bis zum Auftreten der Tumore. Im Verlauf der Progression 

entwickelt sich eine anfangs nur leichte Störung des Zellverhaltens nach und nach zu ei-

nem voll ausgebildeten Tumor. Es kommt zur Konversion des benignen Tumors in einen 

malignen, welcher fähig ist, in umgrenzendes Gewebe einzudringen und zu metastasieren. 

Obwohl das Dreistufenmodell der Karzinogenese die chronologische Abfolge der Krebs-

entstehung ganz gut skizzieren kann, vermag es doch nicht hinreichend das sehr komplexe 

Geschehen der Tumorentstehung wiederzugeben, mit initialem DNA-Schaden und den 

folgenden oft nichtgenotoxischen Promotions- und Progressionsphasen (Barret, 1993). 

 

Ein wesentliches Element der Karzinogenese ist, dass der  sich schrittweise entwickelnde 

maligne Tumor aus einer entarteten Zelle entsteht („klonale Genese“ der Tumoren) (No-

well, 1976), welche durch eine Mutation einen Selektionsvorteil gegenüber den anderen 

Zellen erlangt hat und diesen durch Vererbung an die folgenden Generationen weitergibt 

(Cahill et al., 1999). Folglich hängt die Entstehung eines Malignoms von einer Vielzahl 

von Mutationen ab, die während der Zellteilung zustande kommen (Henderson und Fei-

gelson, 2000). Tumorspezifische Eigenschaften sind auch in Tochterzellen vorhanden. 

Dies ist ein Hinweis darauf, dass eine Störung in der DNA vorliegt.  

 

Kanzerogene sowie spontane Mutationen können für diese Veränderungen in der DNA 

verantwortlich sein. Es konnte für drei Arten von Agentien eine deutliche Korrelation zwi-

schen Mutagenese und Karzinogenese festgestellt werden. Chemische Karzinogene, wel-

che normalerweise einfache, lokal begrenzte Veränderungen in der Nucleotidsequenz ver-

ursachen, ionisierende Strahlung, wie z.B. Röntgenstrahlen, die zu Chromosomenbrüchen 

und Translokationen führen und Viren, die fremde DNA in die Zelle einschleusen. Es gibt 

aber auch Krebs erregende Substanzen, welche nicht mutagen wirken. Selbst wenn es in 

der Umgebung von Zellen keine mutagenen Substanzen gäbe, käme es zu spontanen Mu-
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tationen, und zwar mit einer Häufigkeit von 10-6 Mutationen je Gen und Zellteilung. 

Demnach stellt sich eher die Frage, warum Krebs so selten entsteht, nicht wieso es über-

haupt entsteht (Alberts et al., 1995). Reparaturmechanismen spielen dabei eine wesentli-

che Rolle. Falls diese versagen oder nicht genügend Zeit zur Reparatur verbleibt, entste-

hen bleibende DNA-Schäden (Elledge, 1996). Jeder Mechanismus, der das Überleben 

DNA-geschädigter Zellen erhöht, trägt zum karzinogenen Prozess bei (Schmoll et al., 

2006).  

 

Genetische Veränderungen von Tumorzellen können unterschiedlichen Typus sein, z. B. 

Punktmutationen (Einzelbasenveränderungen), Deletionen (Verlust größerer DNA-

Segmente), Insertion (Integration von Fremd-DNA), Amplifikation (Vervielfachung ein-

zelner DNA-Segmente), Rekombination oder viraler Befall. Genmutationen haben ver-

schiedene Konsequenzen auf die Genaktivität oder Proteinfunktion in einer Zelle, z.B. 

Zerstörung eines Gens und des hier kodierten Proteins, Erzeugung eines funktionell ver-

änderten Proteins, Fehlregulation eines Gens und dadurch Herstellung unphysiologischer 

Mengen des korrespondierenden Proteins (Schmoll et al., 2006). Durch die genaue Unter-

suchung genetischer Veränderungen in Krebszellen wurde eine große Anzahl von Genen 

entdeckt, die für Proteine kodieren, die in die Kontrolle der Zellproliferation eingreifen. 

Diese Gene kann man grob in Proliferations- und Antiproliferations-Gene einteilen (Al-

berts et al., 1995).  

 

Die Produkte der Proliferations-Gene unterstützen das Zellwachstum, die der Antiprolife-

rations-Gene die Bremsmechanismen. Das normale Proliferations-Gen heißt Protoonko-

gen. Ein mutiertes Proliferations-Gen wird Onkogen genannt, das bedeutet krebsverursa-

chendes Gen. Als Genprodukte zellulärer Onkogene werden u.a. Wachstumsfaktoren ge-

bildet, die es der transformierten Zelle ermöglichen ihr eigenes Wachstum aufrechtzuer-

halten (Weinberg, 1989). Die Antiproliferations-Gene werden Tumorsuppressorgene ge-

nannt. Wenn in einem Antiproliferations-Gen eine Mutation stattfindet, welche zur Inakti-

vierung dieses Gens führt, dann kann die Zelle die normalen Proliferationsbeschränkungen 

umgehen und sich uneingeschränkt weiter teilen (Marshall, 1991). Neben den oben ge-

nannten Tumorsuppressorgene und Protoonkogene gibt es noch weitere Gene, die der 

Aufrechterhaltung genetischer Stabilität dienen und die Genreparatur garantieren. In allen 
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Genklassen können genomische und somatische Mutationen auftreten (Bodmer, 1998; 

Warwzyn und Hesch, 1999).  

 

Mutationen in der Gensubstanz der Zellen, welche einerseits die Krebsentstehung begüns-

tigen, führen jedoch auf der anderen Seite zur Evolution der Lebewesen und sorgen somit 

langfristig für das Überleben der Spezies. Da Krebs das Ergebnis mehrerer zufälliger ge-

netischer Veränderungen ist, die der natürlichen Auslese unterworfen sind, wird es wahr-

scheinlich, selbst bei demselben Krebstyp, nie zwei Fälle geben, die genetisch identisch 

sind (Alberts et al., 1995). Trotzdem ist allen Krebszellen gemeinsam, dass sie sich unab-

hängig von den üblichen Einschränkungen vermehren und in Bereiche eindringen, die 

normalerweise anderen Zellen vorbehalten sind. Während gesunde Zellen nach Erreichen 

einer bestimmten Dichte und Oberflächenkontakt ihre Proliferation einstellen, verlieren 

Malignomzellen diese wichtige Eigenschaft.  

 

 

1.2 Zellproliferation und Karzinogenese 

 

Die Zellen eines jeden Individuums existieren in einem exakt geregelten homöostatischen 

Gleichgewicht von Proliferation, Differenzierung, Zellalterung (Seneszenz) und Zelltod 

(Apoptose bzw. Nekrose). Krebs entsteht, wenn das Gleichgewicht zwischen Zellprolife-

ration und Zelltod gestört ist (Bodmer, 1999). Normale Säugerzellen zeigen eine Abnei-

gung dagegen, sich unbegrenzt zu teilen. Sie können sich nur eine begrenzte Anzahl von 

Zyklen teilen, so z.B. menschliche Zellen etwa 50-mal (Hayflick und Moorhead, 1961). 

Danach stellen sie ihr Wachstum ein. Nur wenige Zellen entkommen der Alterung und 

teilen sich auf unbegrenzte Zeit, diese werden Zelllinien genannt. Da in einem gesamten 

Organismus die einzelnen Zellen und deren Wachstumsverhalten nicht der Beobachtung 

zugänglich sind, werden die meisten Untersuchungen zur Proliferation von Säugerzellen 

in Zellkultur vorgenommen (Alberts et al., 1995).  

 

Krebszellen sind „unsterblich“ geworden. Sie zeigen nicht die üblichen Begrenzungen der 

Zellteilungszyklen, wie oben erwähnt. Eine Population von Krebszellen befindet sich in 

einem offenen Austauschsystem von Energie und Nährstoffen mit dem menschlichen Or-

ganismus, als ihren Wirt. Energetisch gesehen müssten Krebszellen, wie jede andere Zell-
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population auch, altern und sterben. Sie besitzen jedoch die Fähigkeit, unaufhörlich Ener-

gie vom Wirt für ihr Wachstum zu benutzen. Erst wenn die Energiezufuhr dadurch ge-

stoppt wird, dass der menschliche Organismus stirbt, sterben Krebszellen auch (Chapekar, 

2001). 

 

Normale Säugerzellen reagieren auf die Abwesenheit von Serum mit einem Wachstums-

stopp. Es konnte gezeigt werden, dass die wesentlichen Faktoren, die durch das Serum 

geliefert werden, hochspezifische Proteine - die Wachstumsfaktoren - sind. Einer der ers-

ten Wachstumsfaktoren, die identifiziert wurden, ist das Blutplättchen-Wachstumsfaktor 

oder PDGF (engl.: platelet derived growth factor). Dieser wird von den Blutplättchen an 

das Serum abgeben. Im Körper spielt PDGF vermutlich eine wichtige Rolle bei der Stimu-

lierung der Zellteilung während der Wundheilung (Antoniades, 1991). Es gibt inzwischen 

viele bekannte Proteine, die als Wachstumsfaktoren fungieren. Für jeden Wachstumsfak-

tor gibt es spezifische Rezeptoren, die auf der Oberfläche bestimmter Zellen ausgebildet 

werden. Steroide können auch als Wachstumsfaktoren dienen. Wachstumsfaktoren liefern 

wichtige extrazelluläre Signale für die Zellvermehrung. Sie sind in niedrigen Konzentrati-

onen vorhanden. Die Zellen konkurrieren normalerweise um winzige Mengen Wachs-

tumsfaktoren. Neben der dichteabhängigen Hemmung der Zellteilung ist das ein weiteres 

wichtiges Phänomen, welches von einer gewissen Populationsdichte an die weitere Zell-

vermehrung verhindert.  

 

Tumorzellen können sich der normalen Wachstumsregulation dadurch entziehen, dass sie 

von der Stimulation durch solche Faktoren weitgehend unabhängig werden, indem sie 

solche Wachstumsfaktoren selbst produzieren. Man fand heraus, dass mehrere menschli-

che Tumore, wie z.B. das Osteosarkom, das Gliom und das Rhabdomyosarkom in Kultur 

PDGF abgeben (Heldin et al., 1986). Es wurde beschrieben, dass die östrogenrezeptorpo-

sitive Brustkrebszelllinie MCF-7, welche ursprünglich aus dem Pleuraerguss einer an 

Brustkrebs erkrankten Patientin gewonnen wurde, PDGF in Kultur abgab, während die 

östrogenrezeptornegative Brustkrebszelllinie MDA-MB231 das nicht tat (Camez et al., 

1986). In anderen Tumoren ließ sich eine ektopische Hormonproduktion nachweisen. 

Wachstumsfaktoren lösen ihre Wirkung in der Zelle wie Hormone aus, indem sie über 

Rezeptoren in der Zellmembran wirken. Stoffe mit promovierenden Eigenschaften haben 

Affinität zu Rezeptoren für Wachstumsfaktoren oder Hormone.  
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Es gibt Hinweise für die Beeinflussung der normalen Proliferationskontrolle durch Promo-

toren über eine Stimulation von Wachstum und Hemmung von Apoptosen. Wenn die Haut 

einem Initiator ausgesetzt war, kann schon nach einer einfachen Verletzung aus einigen 

Zellen am Wundrand ein Tumor entstehen (Alberts et al., 1995). Nach einer Verletzung 

sind die Zellen am Wundrand dazu angehalten sich zu teilen, um den entstandenen Scha-

den zu reparieren. Walaszek et al., (2004) führen aus, dass Tumorpromotoren im Allge-

meinen zur gesteigerten Zellproliferation führen. Chronische Entzündungen, anhaltende 

Hyperplasie, Veränderungen in der Zelldifferenzierung und genetische Instabilität sind 

ihrerseits an der selektiven Vermehrung initiierter Zellen hin zu malignen Tumoren betei-

ligt (DiGiovanni, 1994). Histologische Untersuchungen an Mäusen, welche lokal mit 

promovierenden Substanzen behandelt wurden belegen, dass anhaltende zelluläre Hy-

perplasie eine Schlüsselrolle in der Tumorpromotion und -progression spielt (Walaszek et 

al., 2005).  

 

Zellproliferation wird allgemein als ein Risikofaktor in der Karzinogenese angesehen 

(Preston-Martin et al., 1990; Cohen et al., 1991). Der Mechanismus, der dazu führt, ist 

jedoch unbekannt. Laut Kaufmann und Paules, (1996) ist es unumstößlich, dass proliferie-

rende Zellen die Zielscheiben der Induktion von Krebs sind. Diese besondere Vulnerabili-

tät scheint aus verschiedenen Eigenschaften proliferierender Zellen heraus zu entspringen. 

Unter anderem müssen proliferierende Zellen eine große Menge Proteine synthetisieren, 

die während des Zellteilungszyklus für die dort erforderlichen Prozesse des Zellwachs-

tums und der DNA-Synthese zur Verfügung stehen müssen (Kaufmann und Paules, 1996).  

 

 

1.3 Zellteilungszyklus 

 
Die Zellen vermehren sich, indem sie zunächst ihren Inhalt verdoppeln und sich anschlie-

ßend zweiteilen. Damit sich ein Mensch vom Embryo bis hin zum Erwachsenen entwi-

ckelt, sind zahlreiche Zellteilungen notwendig. Auch wenn die Organismen das Erwach-

senenstadium erreicht haben, sind Zellteilungen weiterhin notwendig, um die durch natür-

lichen Verschleiß oder programmierten Zelltod verloren gegangenen Zellen zu ersetzten. 

In einem erwachsenen Menschen müssen jede Sekunde viele Millionen neuer Zellen ent-
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stehen, um einen Gleichgewichtszustand zu erhalten. Während der Lebenszeit eines Men-

schen finden etwa 1017 Zellteilungen statt (Strachan und Read, 2005).  

 

Es gibt vier aufeinander folgende Stadien im Standardzellzyklus einer Eukaryontenzelle: 

die M-Phase, die G1-Phase, die S-Phase und die G2-Phase. Die M-Phase umfasst die ver-

schiedenen Stadien der Kernteilung und die Zellteilung, die mit den Endphasen der Mitose 

überlappt. Die anderen drei bilden zusammen die Interphase. Während der Synthesephase 

wird die DNA im Zellkern der Zelle repliziert. Wäre die Interphase, die Zeit von einer 

Mitose zur anderen, genau so lange wie die DNA-Replikation während der S-Phase, dann 

hätte die Zelle nicht genügend Zeit, um ihre Masse vor der Teilung zu verdoppeln. G1- 

und G2-Phase geben der Zelle zusätzliche Zeit zum Wachstum (G = engl.: gap, Lücke). 

Die G1-Phase befindet sich zwischen dem Ende der M-Phase und dem Beginn der DNA-

Synthese. Die G2-Phase befindet sich zwischen dem Ende der DNA-Synthese und dem 

Beginn der nächsten Mitose. Die G2-Phase stellt eine Sicherheitspause dar, in der die Zel-

le sich vergewissert, ob die DNA-Replikation vollständig abgeschlossen wurde, bevor sie 

in die Mitose eintritt. Die Zellen, die sich nicht teilen, verbleiben in einer etwas modifi-

zierten G1-Phase, der  G0-Phase. Eine Zelle verbringt die meiste Zeit ihres Lebens in der 

G0- oder G1-Phase. In dieser Phase leistet das Genom den größten Teil seiner Arbeit 

(Strachan und Read, 2005).  

 

Die Dauer eines Zellzyklus ist von Zelltyp zu Zelltyp sehr verschieden. Dies variiert von 

wenigen Minuten bis hin zu vielen Monaten. Embryonen von Fliegen haben den kürzesten 

bekannten Zellzyklus, von achtminütiger Dauer, während Leberzellen eines Säugers für 

ihren Zellteilungszyklus ein Jahr benötigen. Auch innerhalb der verschiedenen Zelltypen 

im menschlichen Organismus gibt es Schwankungen. Neuronen vermehren sich überhaupt 

nicht mehr, Leberzellen teilen sich ein bis zwei Mal im Jahr, während sich Darmepithel-

zellen zwei Mal am Tag verdoppeln und so für eine ständige Erneuerung des Darmepithels 

sorgen. Die Schwankungen in der Zellzyklusdauer menschlicher Zellen beruhen auf deren 

Fähigkeit, in die G0-Phase einzutreten. Zellen, die sich langsam teilen, werden in der G0-

Phase für Wochen oder sogar Jahre festgehalten. Dagegen ist die Zeit die eine Zelle von 

Beginn der S-Phase bis zur Mitose benötigt ziemlich kurz und konstant (Alberts et al., 

1995). 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellteilungszyklus mit den vier aufeinanderfolgenden 
Stadien, der Synthese-Phase, der G1- und G2-Phase, die der Zelle Zeit zum Wachstum geben (die-
se drei bilden zusammen die Interphase) und der M-Phase, die die Kernteilung und die Zellteilung 
umfasst. Die G0-Phase stellt eine etwas modifizierte G1-Phase dar. 

 
 

1.4 Kernteilung (Mitose) 

 

Die Mitose verläuft in verschiedene aufeinander folgende Phasen: die Prophase, die Pro-

metaphase, die Metaphase, die Anaphase und die Telophase. Diesen Phasen schließt sich 

letztendlich die Cytokinese (Abb.12F) an, in der sich die Zelle in zwei Tochterzellen teilt. 

Diese beginnt während der Anaphase und setzt sich bis zum Ende der Mitose fort.  Wäh-

rend der Interphase ist die Kernhülle intakt und die Chromosomen sind nicht sichtbar. 

Während der Prophase (Abb.2A) und der Prometaphase (Abb.2B) zerfällt die Kernmemb-

ran. Der Inhalt des Zellkerns kondensiert zu sichtbaren Chromosomen und zelluläre 

Mikrotubuli bilden die Mitosespindel, die später die Chromosomen trennen. In dem als 

Metaphase (Abb.12C) bezeichneten darauf folgenden Stadium sind die bereits verdoppel-

ten Chromosomen an die Mitosespindel aufgereiht und warten auf ihre Trennung. Die 

Trennung der verdoppelten Chromosomen findet während der Anaphase (Abb.12D) statt. 

Dabei wandern die Schwesterchromatiden jeweils zum entgegengesetzten Pol, wo sie 

während der Telophase (Abb.12E) dekondensieren und neue Zellkerne bilden.  

 

G0

G2    M 

G1   S 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zellteilung durch Mitose (nach Strachan und Read, 
2005) 

   

1.5 Zellzykluskontrollpunkte und Reparaturmechanismen 

 

Eine proliferierende Zelle durchläuft den Zellteilungszyklus unter extrem stringenter Kon-

trolle. Die vielfältigen Kontrollmechanismen gewährleisten im Normalfall, dass die Erbin-

formation einer Zelle identisch, fehlerfrei und ungeschädigt auf die Tochterzelle weiter-

vererbt wird. Bei Versagen dieser Kontrollmechanismen kann ungeregeltes Wachstum 

entstehen. Zellzyklus-Kontrollpunkte sind regulierende Bahnen, die sicherstellen, dass die 

entscheidenden Ereignisse im Zellzyklus, wie DNA-Replikation und Chromosomensegre-

gation, mit hoher Genauigkeit ablaufen. Durch Ankopplung der Kontrollpunkte an die 

Reparaturereignisse erhöht das System die Wahrscheinlichkeit, dass der Zellzyklus erst 

dann fortfährt, nachdem die DNA-Reparatur abgeschlossen ist (Kaufmann und Paules, 

1996). DNA-Schaden und Zellzykluskontrolle sind untrennbar verbunden mit DNA-

Reparatur. Kontrollpunkte reagieren auf DNA-Schäden indem sie den Zellzyklus anhalten, 

um mehr Zeit bereitzustellen für die DNA-Reparatur. Kontrollpunktverlust hat genomi-

sche Instabilität und somit die Umwandlung normaler Zellen in Krebszellen zur Folge 

(Elledge, 1996). Neuere Untersuchungen (Übersicht in Zhou und Elledge, 2000; Smith et 

al., 2002; Nyberg et al., 2002; Li und Zou, 2005) gewähren Einblicke auf molekularer 

(B) Prometaphase (C) Metaphase (D) Anaphase (A) Prophase 

(E) Telophase (F) Cytokinese 
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Ebene in die Komplexität der Mechanismen, welche DNA-Schäden, Zellzykluskontrolle 

und DNA-Reparatur miteinander verbinden. 

 

Im normalen Zellzyklus wird das Kontrollsystem durch bestimmte Bremsen reguliert, die 

den Zellteilungszyklus an bestimmten Stellen (=Restriktionspunkte) anhalten können. 

Rückkopplungssignale können Informationen über die nachgeordneten Prozesse geben 

und diese verzögern, bis die vorherigen beendet sind. Die beiden wichtigsten Restriktions-

punkte des Zellzyklus liegen in der G1-Phase, vor dem Übergang in die S-Phase und in 

der G2-Phase, vor der Einleitung der Mitose. Am G1-Restriktionspunkt überprüft die Zel-

le die mutationsfreie Integrität der eigenen genomischen DNA. Die Zelle kann am Restrik-

tionspunkt verharren, um notwendige Reparaturen durchzuführen bzw. wichtige physiolo-

gische Vorbereitungen zu treffen. Verbieten die Umstände eine Zellteilung, so kommt es 

bei vielen Zellen an dieser Stelle zum Stillstand des Zellzyklus. Ausgedehnter DNA-

Schaden, welcher nicht repariert werden kann, führt dazu, dass Zelltod durch Apoptose 

eingeleitet wird. Es gibt Hinweise darauf, dass Zellzykluskontrolle und Apoptose aufein-

ander abgestimmte Prozesse sind (Nyberg et al., 2002).  

 

Nach Überschreiten des G1-Restriktionspunktes durchläuft die Zelle grundsätzlich einen 

vollständigen Zellzyklus in die nächste G1-Phase hinein. Der Übergang von G2- zur M-

Phase scheint mehrere Kontrollpunkte zu beinhalten, der S-Phase und der Topoisomerase-

II-abhängige Kontrollpunkt gehören dazu. Der S-Phase-Kontrollpunkt sorgt dafür, dass 

der Beginn der Mitose von der Beendigung der DNA-Replikation abhängig ist. Der Topo-

II-Kontrollpunkt trifft bereits während der G2-Phase Vorbereitungen, damit Chromoso-

menkondensation und –trennung während der Mitose fehlerfrei ablaufen können (Smith et 

al., 2002). Olivieri und Micheli, (1983) haben gezeigt, dass umso länger die Zellen nach 

Bestrahlung den Eintritt in die Mitose verzögert haben, desto geringer die Anzahl der in-

duzierten chromosomalen Aberrationen war (Olivieri und Micheli, 1983). Der G2-

Kontrollpunkt scheint also vor allem mehr Zeit für die Reparatur von DNA-Schäden vor 

dem Eintritt in die Mitose bereitzustellen. Ein weiterer Kontrollpunkt, der Spindelkon-

trollpunkt, soll eine Segregation der Chromosomen vermeiden, bevor sie alle korrekt an 

den Spindelfasern befestigt sind (Elledge, 1996). Es gibt Hinweise darauf, dass Defekte im 

Spindelkontrollpunkt zu einer erhöhten genomischen Instabilität führen (Yoon et al., 

2002).  
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Neben der Beschaffung von Zeit für die DNA-Reparatur und der Koordination aufeinan-

der folgender Schritte im Zellzyklus (Kaufmann und Paules, 1996) können Kontrollpunkte 

auch als komplexe Signalübertragungswege fungieren, welche die Aktivierung von DNA-

Reparaturmechanismen, die Bewegung von DNA-Reparaturproteine an Stellen mit DNA-

Schaden und in manchen Zelltypen die Einleitung von Zelltod durch Apoptose bei irrepa-

rablem Schaden kontrollieren (Zhou und Elledge, 2000). 

 

Beispiele für die ausgefeilten Reparaturmechanismen, mit deren Hilfe sich unser Orga-

nismus dagegen wehrt, dass die DNA-Schäden zu bleibenden Veränderungen unserer Erb-

information und damit zu Mutationen führen, sind die direkte Reparatur des DNA-

Schadens, welche allerdings selten vorkommt, die Basen-Exzisionsreparatur, die Nucleo-

tid-Exzisionsreparatur und die postreplikativen Mismatchreparatur. DNA-Schaden kann 

zwar meistens durch spezielle Enzyme repariert werden, jedoch ist der Reparaturvorgang 

zeitabhängig und erzielt nie ganz vollständige Resultate. Wiederholte Expositionen ge-

genüber genotoxischen Stoffen führen zu einer Akkumulation von DNA-Schäden, die in 

Abhängigkeit von Höhe und Dauer der Exposition, sowie der Lebensdauer der betroffenen 

Zellen, Mutationen oder Kanzerogenität verursachen können. Eine Vielzahl neuerer Un-

tersuchungen unterstützt die Hypothese, nach der die genetische Instabilität von Tumor-

zellen durch den Ausfall eines oder mehrerer Reparatur- und Kontrollsysteme bedingt ist 

(Strachan und Read, 2005). 

 

Viele Erkrankungen des Menschen, bei denen eine Überempfindlichkeit gegenüber DNA-

schädigenden Faktoren vorliegt, werden jedoch nicht direkt durch Defekte der DNA-

Reparatursysteme verursacht, sondern durch eine gestörte zelluläre Reaktion auf solche 

Schäden. Die Zellen von Menschen, die an Ataxia teleangiectasia leiden reagieren zum 

Beispiel überempfindlich auf Strahlung, ihre Chromosomen sind instabil und die Betrof-

fenen haben ein erhöhtes Risiko an bösartigen Tumoren zu erkranken, wobei aber die 

DNA-Reparatursysteme intakt sind (Strachan und Read, 2005). Obwohl die AT-Zellen  

scheinbar die Fähigkeit besitzen die meisten DNA-Schäden normal zu reparieren, haben 

sie weniger Zeit für die Reparatur, bevor DNA-Replikation oder Mitose stattfinden 

(Kaufmann und Paules, 1996). 
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1.6 Mikrokerne 

 

Mikrokerne stellen separierte Teile des Kernmaterials dar, die eine eigenständige Kernhül-

le besitzen, in der Mitose in Erscheinung treten können und nach erfolgter Cytokinese 

vom Zellkern getrennt vorliegen. Mikrokernbildung ist zu einem wichtigen Indikator von 

Genotoxizität geworden (Miller et al., 1998).  

 

Mikrokerne entstehen durch Ausschluss ganzer Chromosomen oder chromatinhaltiger 

Fragmente während der Zellteilung. Wheeler et al., (1986) haben festgestellt, dass die 

meisten deplatzierten Chromosomen während der Metaphase wieder integriert wurden 

(Wheeler et al., 1986). Eckert und Stopper, (1996) haben mithilfe der supravitalen UV-

Mikroskopie (Schiffmann und DeBoni, 1991) 22 solcher Metaphasen, welche deplatzierte 

Chromosomen enthielten, verfolgt. Nur aus einer dieser Metaphasen ist ein Mikrokern 

hervorgegangen, indem die Mitose weiterhin mit disloziertem Chromosom verlief, alle 

anderen wurden wieder integriert (Eckert und Stopper, 1996). 

  

Das Schicksal mikrokernhaltiger Zellen ist noch nicht vollständig geklärt. Mikrokerne 

haben die Fähigkeit zur DNA-Synthese. Falls eine Reintegration dieser DNA in das Ge-

nom der Zelle während der darauf folgenden Mitose erfolgt, könnte daraus eine normale 

Zelle resultieren. Je nachdem für welche Gene die DNA, die in den Mikrokernen einge-

schlossen ist, kodiert, kann der Verlust des Mikrokernes zu einer Mutation führen. Wenn 

z.B. ein Tumorsuppressorgen im Mikrokern enthalten ist, könnte dessen Verlust ein 

Schritt in Richtung Karzinogenese bedeuten. Mikrokernbildung könnte aber auch ein Weg 

für die Elimination genetischer Schäden sein (Stopper und Müller, 1997). 

 

Mikrokerne kommen in den Zellen verschiedenster Gewebe und Organismen spontan vor. 

Ihre Häufigkeit ist unter bestimmten Umständen jedoch erhöht, z.B. bei Präkanzerosen, 

bei Tumoren, nach Kontakt mit bestimmten Xenobiotika. Die Steigerung der Mikrokern-

rate bei Präkanzerosen und die bestehende Korrelation zwischen der Mikrokernrate und 

dem Malignitätsgrad der Zellen sind Hinweise darauf, dass die Mikrokernbildung ein 

wichtiger Prozess in der Karzinogenese darstellt. 

 



1 Einleitung   

   13

Mikrokerntests können in vitro oder in vivo durchgeführt werden. Die Untersuchung der 

Mikrokerne in vivo basierte ursprünglich auf die Auswertung von Mikrokernen in unrei-

fen Erythrozyten aus dem Knochenmark von Nagetieren, eine recht aufwendige Methode. 

MacGregor et al., (1980) haben den Mikrokerntest in vivo im peripheren Blut, an unreifen 

Erythrozyten von Mäusen, durchgeführt. Jedoch war es zum damaligen Zeitpunkt noch 

schwierig diesen Test zuverlässig auszuwerten, wegen dem geringen Anteil unreifer    

Erythrozyten im peripheren Blut. Nach der Einführung der Acridin-Orange Färbemethode 

durch Hayashi et al., (1990) wurde es einfacher die unreifen Erythrozyten im peripheren 

Blut zu unterscheiden. Seitdem kann die von MacGregor entwickelte Methode problemlos 

angewendet werden, um im peripheren Blut von z.B. Insekten, Fischen oder Menschen die 

Mikrokernrate zu untersuchen (Sato und Tomita, 2001).  

 

Die Einführung der Cytochalasin B Methode hat den Mikrokerntest weiterhin optimiert. 

Cytochalasin B hemmt die Cytokinese aber nicht die Mitose dadurch, dass es die Bildung 

kontraktiler Mikrofilamente, welche für die Zellteilung notwendig sind, stört. Es entstehen 

mehrkernige Zellen (Fenech, 1993). Wenn man nur die doppelkernigen Zellen nach Mik-

rokernen auswertet, kann man genau die Anzahl der Mikrokerne, die während eines einzi-

gen Zellzyklus entstanden sind, bestimmen. Da Mikrokerne nur in proliferierenden Zellen 

entstehen können, erhöht die Zugabe von Cytochalasin B die Genauigkeit des Tests und 

schützt vor Verwechslung mit anderen Effekten (Fenech et al., 2003). 

 

Abbildung 3: Mit Hilfe des Mikrokerntestes können sowohl aneugen, als auch klastogen wirkende 
Agentien detektiert und differenziert werden, da sowohl fehlverteilte ganze Chromosomen (a), als 
auch Chromosomenfragmente (b) nach der Zellteilung Mikrokerne bilden. 

(b) 

(a) 
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Abbildung 4: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung eines Mikrokerns nach Behandlung der 
MCF-7 Zellen mit Östradiol und anschließender Acridin-Orange-Färbung 
 

 

 
 

Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung doppelkerniger Zellen nach Behandlung 
der Zellen mit Cythochalasin B und anschließender Acridin-Orange-Färbung 
 

Micronucleus
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1.7 Sexualhormone und Karzinogenese 

 

Bösartige Neubildungen in hormonempfindlichem Gewebe kommen in den USA in 35% 

aller neudiagnostizierten Tumoren bei Männern und 40% bei Frauen vor (Wingo et al., 

1995). Tumore, welche im Zusammenhang mit hormoneller Aktivität entstehen, speziell 

das Brust-, Endometrium-, Ovarial-, Prostata-, Hoden-, Schilddrüsenkarzinom und das 

Osteosarkom, teilen einen besonderen Entstehungsmechanismus. In diesen Geweben kön-

nen sowohl endogene als auch exogene Hormone die Anzahl der Zellteilungen und somit 

die Chance für die Entstehung und Akkumulation von zufälligen Genomschäden durch die 

Beschleunigung der Zellproliferation erhöhen (Henderson und Feigelson, 2000). Gemein-

sam mit anderen Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren, beeinflussen Sexualhormone das 

Wachstum von Zellen und deren Funktion.  

 

Die Sexualhormone (Östrogene und Androgene) sind Steroidhormone, sie leiten sich vom 

Cholesterin ab. Steroidhormone sind biochemische Stoffe, die im Körper gebildet werden 

und wegen ihrer hohen Wirksamkeit bereits in kleinsten Dosen Stoffwechselvorgänge, 

sowie das Zusammenspiel der Zellen und Organe beeinflussen. Die verschiedenen Sexu-

alhormone (Androgene und Östrogene) werden von beiden Geschlechtern synthetisiert, 

lediglich die Mengenverhältnisse sind verschieden. Östrogene werden vor allem im Ovar 

und in der Plazenta (während der Schwangerschaft) gebildet, in geringen Mengen auch in 

den Nebennieren und den Hoden. Außerdem können Östrogene durch Aromatisierung von 

Androgenen im Fettgewebe entstehen.  

 

Östrogene und Gestagene regulieren nahezu alle Fortpflanzungsvorgänge bei der Frau. Sie 

entfalten sexualspezifische Wirkungen am Uterus, der Cervix, der Vagina und am Brust-

gewebe. Am Uterus bewirken Östrogene ein Wachstum aller Schichten. Das Endometrium 

proliferiert, die Muskelfasern nehmen an Zahl und Größe zu, die Durchblutung ist ver-

mehrt. Auch das Wachstum der Brustdrüse wird stimuliert (Pike et al., 1993). Im Zusam-

menhang mit Progesteron erhalten Östrogene die Schwangerschaft. Beim Mann fördern 

Östrogene das Wachstum des Prostatamittellappens. Es gibt aber auch eine ganze Reihe 

sexualunspezifischer Wirkungen im Körper. So werden durch hormonelle Schwankungen 

im Blut z.B. die Proteinsynthese in der Leber, die Gehirn- und Hypophysenfunktion und 

auch die Gefäßreagibilität beeinflusst. Im Knochen gibt es spezifische Steroidrezeptoren, 
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welche die hormonelle Wirkung erklären. In erster Linie werden die genannten hormonel-

len Wirkungen durch das Vorhandensein spezifischer Hormonrezeptoren bedingt, es gibt 

aber auch von Steroidrezeptoren unabhängige Wirkungen (Warwzyn und Hesch, 1999). 

Drei verschiedene Östrogenrezeptoren am Zellkern (alpha, beta und gamma), sowie ver-

schiedene Membranrezeptoren und ein mitochondrialer Rezeptor wurden beschrieben 

(McLachlan, 2001). Dies legt eine zuvor unbekannte Vielfalt an Übertragungswegen nahe, 

über die östrogenhaltige Substanzen verfügen. Die karzinogene Aktivität von Östradiol 

wurde bereits in vielen Studien nachgewiesen. Bei Mäusen wurde nach Gabe von Östradi-

ol eine erhöhte Inzidenz an Brustkrebs, Gebärmutterkrebs und anderen Arten von Karzi-

nomen festgestellt (Highman et al., 1981; Nagasawa et al., 1980). 

 

Brustkrebs ist die häufigste Krebserkrankung und Krebstodesursache bei Frauen in der 

westlichen Welt. Die Inzidenz für Brustkrebs nimmt außerdem kontinuierlich zu (Key et 

al., 2001). Anhand von Untersuchungen an Brustkrebszellen, welche sowohl in vitro als 

auch in Zellbiopsien durchgeführt wurden, konnte gezeigt werden, dass unter dem Ein-

fluss von Östrogenen eine vermehrte mitotische Wirkung nachzuweisen ist, welche eine 

wesentliche Voraussetzung für die Akquirierung somatischer Mutationen ist (Longman et 

al., 1987; Vogel et al., 1981). Da nur für einen kleinen Anteil an Mammakarzinomen ge-

nomische (also ererbte) Mutationen verantwortlich sind (Chang-Claude et al., 1995), ist 

das Verständnis der Entstehung von somatischen (also erworbenen) Mutationen sehr be-

deutend.  

 

Epidemiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Familienanamnese für Brust-

krebs, eine benigne Mastopathie, eine frühe Menarche, regelmäßige ovulatorische Menst-

ruationszyklen, eine späte Menopause, eine späte erste Schwangerschaft oder Nulliparität 

und postmenopausale Adipositas zu einem erhöhten Risiko, an einem Mammakarzinom zu 

erkranken, führen (Henderson und Feigelson, 2000). Diesen Risikofaktoren ist der Zu-

sammenhang mit den Sexualhormonen gemeinsam (Wawrzyn und Hesch, 1999). Sie kön-

nen als Maß für die kumulative Dosis Östrogen, welcher das Brustgewebe über Jahre aus-

gesetzt ist, angesehen werden. Junges Alter bei der ersten Schwangerschaft führt zu einer 

frühen Differenzierung von Brustzellen und somit zu einer geringeren Zellteilungsrate. 

Prolongiertes Stillen und physische Aktivität können die Anzahl ovulatorischer Zyklen 

senken und somit einen protektiven Effekt haben (Henderson und Feigelson, 2000). Der 
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protektive Effekt des prolongierten Stillens wird auch dadurch erklärt, dass die karzinoge-

nen Substanzen aus der Brust mit der Milch abgegeben werden (Freund et al., 2005). 

Während das Endometrium und somit auch die während der hormonellen Stimulation auf-

getretenen Genschäden abgestoßen werden, hat das Brustepithel außerhalb des Stillvor-

ganges nicht die Möglichkeit der Abstoßung genetisch defekter Zellen, die daher akkumu-

lieren können (Wawrzyn und Hesch, 1999). Das höchste Risiko an einem Endometrium-

karzinom zu erkranken haben Frauen die Nullipara sind. Das Risiko sinkt mit jeder 

Schwangerschaft. Das wird dadurch erklärt, dass während der Schwangerschaft, wegen 

den anhaltend hohen Progesteron Konzentrationen, keine Mitoseaktivität stattfindet (Hen-

derson und Feigelson, 2000). 

 

Eine ständige oder zyklische hormonelle Stimulation der Brust kann zu einer Akkumulati-

on von somatischen Mutationen führen. Dieser Umstand kann in einer malignen Trans-

formation münden (Wawrzyn und Hesch, 1999). Tekmal et al., (1996) konnten an trans-

genen Mäusen mit einer erhöhten Aromataseaktivität, die also lokal aus Steroidvorstufen 

Östrogen synthetisieren, einen direkten Einfluss der endogenen Östrogenproduktion auf 

präneoplastische Veränderungen der Brust nachweisen.  

 

Die Wirkung des Östrogens ist jedoch nicht alleine auf die endogene Produktion be-

schränkt. Sie kann auch durch eine exogene Applikation, z.B. von Kontrazeptiva oder 

Hormonersatztherapie und epigenetischen Faktoren, z.B. Umwelteinflüsse und Toxine 

erfolgen. Es wird angenommen, dass die durch Östradiol verursachte Karzinogenität das 

Ergebnis einer Kombination von hormonellen und genotoxischen Mechanismen ist (Roy 

und Liehr, 1999). Östrogene fördern zudem in Tumorzellen die Sekretion lysosomaler 

Proteine, die das maligne Wachstum und die Ausbreitung von Metastasen begünstigen. 

Entsprechend lassen sich hormonsensible Tumoren durch die Entfernung hormonprodu-

zierender Drüsen günstig beeinflussen. Experimente mit Nagetieren haben gezeigt, dass 

die Entfernung der Ovarien oder die Zugabe von Antiöstrogenen einen protektiven Effekt 

haben kann (Henderson und Feigelson, 2000). Tamoxifen und sein aktiverer Metabolit 4-

Hydroxytamoxifen üben eine antiöstrogene Wirkung durch kompetitive Hemmung am 

Östrogenrezeptor aus, induzieren aber auch andere zelluläre Effekte wie eine antioxidative 

Wirkung (Custodio et al., 1994). Eine Indikation für Tamoxifen stellt das hormonsensible 

metastasierende Mammakarzinom. 
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1.8 MCF-7 Zellproliferationstest  (E-SCREEN) 

 

Der MCF-7 Zellproliferationstest (E-SCREEN) hat an Popularität gewonnen als ein 

schneller und einfacher Test, mit dessen Hilfe man schwach östrogenwirksame chemische 

Verbindungen ausfindig machen kann. Der „E-SCREEN“ (Payne et al., 2000) ist ein viel 

benutztes System mit dessen Hilfe man die Fähigkeit der Substanzen, eine hormonelle 

Antwort zu induzieren, überprüft. Dieser Test basiert auf die Zellproliferation der huma-

nen Brustkrebszelllinie MCF-7. Ein dosisabhängiger Zuwachs der Zellzahlen in den be-

handelten Kulturen wird als Nachweis für die östrogene Wirkung der Testsubstanzen an-

gesehen (Soto et al., 1995).  

 

Dieser Test wird zunehmend genutzt, da seit Beginn der 60er Jahre die Sorge gewachsen 

ist, dass eine Menge Substanzen welche vermehrt in die Umwelt freigesetzt wurden, 

schwach östrogen wirksam sind. In letzter Zeit haben Wissenschaftler diese „endokrinen 

Störfaktoren" mit dem Zuwachs von Fertilitätsstörungen und der Zunahme von Tumoren 

in hormonsensitiven Geweben im Zusammenhang gebracht und das Interesse, endokrin 

wirksame Faktoren in unserer Umwelt ausfindig zu machen, ist gewachsen. Dazu eignet 

sich der MCF-7 Zellproliferationstest.  

 

Payne et al., (2000) haben diesen viel benutzten Test standardisiert und optimiert. Bei der 

Durchführung des E-Screens wurden ursprünglich eine Vielzahl verschiedener MCF-7 

Zellsublinien, welche im Laufe der Zeit durch Mutationen entstanden sind, verwendet. Es 

gab eine Reihe weiterer inhomogener Faktoren, wie z.B. Anfangszellzahl, Dauer der Kul-

turen, Zeitpunkt der Zugabe der Testsubstanzen, welche zu einer hohen Variabilität in den 

Testergebnissen geführt haben. Payne et al., (2000) fanden heraus, dass eine Inkubation 

der Zellen für 72 h in östrogenfreiem Medium vor Zugabe der Testsubstanzen zu einer 

sensitiveren Antwort führt durch Hochregulierung der Östrogenrezeptoren in den verwen-

deten MCF-7 Zellen. Sie verwendeten außerdem für die weiteren Experimente die Zell-

sublinie MCF-7 SOP, da diese der ursprünglichen, aus dem Pleuraerguss eines metasta-

sierenden Mammakarzinoms entnommenen Zelllinie, am nächsten kam.  
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1.9 Fragestellung dieser Arbeit 

 

Wenn man die Hintergründe der Krebsentstehung betrachtet, dann stößt man auf viele 

Daten, Mechanismen und Hypothesen, die wie die Teile eines Puzzles auch nebeneinander 

Gültigkeit haben und ineinander greifen können. Trotz der reichhaltigen Forschungser-

gebnisse auf dem Gebiet der Karzinogenese sind noch viele Fragen zur Entstehung und 

Behandlung von Tumoren offen. Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit einem Puzzle-

teilchen zugewandt, welches bei besserem Verständnis in Zukunft dazu beitragen könnte, 

das Bild über die Tumorentstehung zu vervollständigen.  

 

Wir sind der Hypothese nachgegangen, dass die Stimulation der Zellproliferation an sich, 

ein erhöhtes Risiko in der Karzinogenese bedeuten könnte, und zwar dadurch, dass die 

Zellen beschleunigt und gedrängt den Zellzyklus durchlaufen müssen und dadurch nicht 

genügend Zeit für die sehr wichtigen Reparaturmechanismen verbleibt. Die Zellen würden 

somit eine erniedrigte Kapazität besitzen, um vorhandene Fehler zu korrigieren und aufge-

tretene DNA-Schäden würden eher zum Tragen kommen als in Zellen, die in Ruhe den 

Zellteilungszyklus und die dazugehörigen Reparaturmechanismen durchlaufen können. 

 

Es stellte sich somit die Frage nach dem kausalen Zusammenhang zwischen einer gestei-

gerten Zellproliferation und einer erhöhten genomischen Instabilität im menschlichen Or-

ganismus. Da die einzelnen Zellen im gesamten Organismus der genauen Beobachtung 

von Zellproliferation und Zellzykluskinetik kaum zugänglich sind, wurde in dieser Arbeit 

ein Modellsystem bestehend aus der östrogenrezeptorpositiven Brustkrebszelllinie MCF-7 

und der östrogenrezeptornegativen Brustkrebszelllinie MDA-MB231 ausgewählt. Diese 

wurden mit verschiedenen Substanzen, darunter 17-ß-Östradiol und 4-Hydroxytamoxifen 

behandelt und hinsichtlich Zellproliferationsverhalten und genomischer Instabilität unter-

sucht. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Zellkulturen 

 
2.1.1 Allgemeines zur Zellkultur 

 

Aus dem Tier oder Menschen entnommene Zellen lassen sich für bestimmte Zeit in geeig-

nete Medien kultivieren. Diese so genannten Primärzellen können nur eine begrenzte An-

zahl von Zellteilungen durchlaufen. Die Anzahl von Zellteilungen ist abhängig von der 

Zellart, der Tierspezies und dem Lebensalter des Spendertieres. Embryonalzellen können 

sich am häufigsten teilen. 

 

Durch bestimmte (z. B. mutagene) Behandlung der Zellen entstehen manchmal Kulturen, 

die veränderte Charakteristika aufweisen und sich unbegrenzt zu teilen vermögen. Diese 

werden als Permanentzelllinien bezeichnet. 

 

Auch aus Tumoren lassen sich Zellkulturen etablieren, die unbegrenzt teilungsfähig sind. 

Permanente Zelllinien und Tumorzelllinien, aber auch Primärkulturen können sich im 

Verlauf der Kulturzeit verändern. So werden Umlagerungen im Karyotyp (Chromoso-

mengröße, -form und -zahl) und Verlust bestimmter für die Zelle in Kultur nicht lebens-

wichtiger Funktionen (z. B. Stoffwechselenzyme) beobachtet. 

 

Zelllinien lassen sich in zwei Kategorien einteilen: adhärente Zellen, d. h. in Monolayern 

wachsende Zellen und nicht adhärente Zellen, die als Suspension kultiviert werden. Da 

sich adhärente Zellen an die Oberfläche der Kulturflasche oder -schale anheften, müssen 

sie vor Gebrauch erst von diesem Substrat abgelöst werden. Dagegen binden sich Zellen 

in Suspensionskulturen normalerweise nicht an die Oberfläche des Kulturgefäßes. Die 

Wachstumseigenschaften der Zellen in Kultur (in vitro) sind gewöhnlich mit dem Her-

kunftsort dieser Zellen im intakten Organismus (in vivo) korreliert. Zum Beispiel stam-

men fast alle Zellen, die in Suspensionskulturen gedeihen, von Zellen des Immunsystems 

oder deren Vorläufer ab. In vivo zirkulieren diese Zellen im Blutstrom und neigen nicht 

dazu, sich an den verschiedenen ihnen zugänglichen Substraten anzuheften. Adhärente 

Zellen dagegen leiten sich von bestimmten Geweben oder Organen ab, beispielsweise von 
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der Muskulatur, den Nerven, der Leber oder den Nieren und sind im intakten Organismus 

nicht beweglich. 

 

 

2.1.2 Beurteilung der Zellkulturen 

 

Schon die Farbe des Kulturmediums kann Hinweise auf den Zustand der Zellen liefern. 

Eine Gelbfärbung des Mediums kann eine zu hohe CO2-Konzentration oder eine überalter-

te Kultur anzeigen (d. h. die Zellen haben alle Nährstoffe aufgebraucht und das Medium 

vollständig ausgeschöpft). Ein trübes Medium kann zusätzlich bedeuten, dass die Kultur 

kontaminiert ist. Dagegen ist eine dunkelrote oder violette Färbung des Mediums ein Indiz 

dafür, dass die Kulturen nicht richtig begast werden, entweder weil die Verschlüsse der 

Kulturgefäße nur unzureichend geöffnet sind, oder weil der CO2-Vorrat erschöpft ist. 

 

Adhärente Zellen sollten normalerweise als Monolayer auf der Oberfläche des Kulturge-

fäßes verteilt sein. Dabei kann ein kleiner Teil der Zellen sich auch in Suspension befin-

den oder an der Unterlage angeheftet, aber nicht ausgebreitet sein. Die freischwimmenden 

Zellen sind gerade aus einer Zellteilung hervorgegangen und haben noch keinen Platz ge-

funden, um sich anzuheften. Man bezeichnet die Kultur als konfluent, wenn zwischen den 

Zellen keine freie Oberfläche mehr zu erkennen ist und sie sich gegenseitig berühren. 

Normalerweise unterliegen Zellen einer Kontaktinhibition und stellen das Wachstum ein, 

sobald sie die Konfluenz erreicht haben. In subkonfluenten Kulturen dagegen stehen sie 

nicht unmittelbar miteinander in Kontakt und zwischen ihnen ist genügend Freiraum, auf 

dem sich die durch Teilung neu entstandenen Zellen anheften können. Im Regelfall sollte 

man die Zellen subkultivieren (passagieren oder aufteilen), bevor die Kultur vollständig 

konfluent ist. 

 

 

2.1.3 Verwendete Zellarten 

 

Um die Hypothese zu unterstützen, dass genetische Schäden entstehen können, wenn man 

die Zellen unter Proliferationsdruck setzt, verwendeten wir eine gut charakterisierte, sti-

mulierbare Zelllinie, i.e. MCF-7 Zellen: Brustkrebszelllinie mit Östrogenrezeptor. Bei den 
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MCF-7 Zellen konnte ein sehr schönes konzentrationsabhängiges Wachstum nach Zugabe 

von Östradiol gezeigt werden. Und die MDA-MB231 Zellen: Brustkrebszelllinie ohne 

Östrogenrezeptor. Ein Vorteil dieses Zellsystems ist, dass man mit den MDA-MB231 Zel-

len eine sehr gute Kontrollgruppe hat, da MDA-MB231 durch Zugabe von Östradiol nicht 

stimulierbar sind. 

 

 

2.1.4 Medien und Puffer für die Zellkultur 

 

MCF-7 und MDA-MB231 Zellen wurde in RPMI 1640 Medium mit NaHCO3 ohne Glu-

tamin und Phenolrot (Sigma Chemie GmbH, Diesenhofen) kultiviert. 

 

Zusätze auf 500 ml RPMI 1640: 

 

• 25 ml fötales Kälberserum (FBS; eventuell DCC behandelt) 

• 5 ml Glutamin (Sigma) 

• 2 ml Penicillium/Streptomycin-Lösung 

• 0,2 ng/ml Insulin (Sigma) 

 

Ansetzen der Stammlösung des Insulins: 

 

• 1 mg Insulin wird auf 1 ml PBS/CMF-Puffer gegeben. Der zehnte Teil der Lösung 

(100 µl) wird mit 900 µl PBS/CMF-Puffer verdünnt, wodurch nun eine Konzentration 

von 100 µg/ml vorliegt. 

• 1/10 dieser Lösung wird nun wiederum mit 900 µl des PBS/CMF-Puffers versetzt. 

Nun hat die Lösung eine Konzentration von 10 µg/ml. 

• 1/10 dieser Lösung wird nun mit 900 µl Puffer auf eine Konzentration von 1 µg/ml 

verdünnt. 

• Eine weitere Verdünnung ergibt dann eine Konzentration von 100 ng/ml. 

• Die nun vorliegende konzentrierte Insulinlösung von 100 ng/ml wird nun auf 500 ml 

PBS/CMF-Puffer gegeben und man erhält die gewünschte Konzentration von 0,2 

ng/ml an Insulin im Medium. 
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Herstellung von PBS/CMF-Puffer: 

 

• NaCl                           8000 mg 

• KCl                               200 mg 

• Na2HPO4 * 2H2O          572 mg 

• KH2PO4                                      200 mg 

 

Es wird mit hochgereinigtem Wasser auf 1000 ml aufgefüllt. Der pH-Wert (7,0) des Puf-

fers wird anschließend kontrolliert. Danach wird der Puffer autoklaviert. 

 

Herstellung von Sörensen-Puffer: 

 

• 5,84 g Na2HPO4    pro 492 ml H2O 

• 4,61 g KH2PO4    pro 508 ml H2O 

 

Diese Substanzen werden miteinander gemischt. Der pH-Wert (6,8) des Puffers wird an-

schließend kontrolliert. 

 

Herstellung von 0,002% Trypsin-Lösung: 

 

• 2 mg Trypsin werden in 100 ml PBS/CMF-Puffer gelöst 

• danach erfolgt die Zugabe von 0,02% EDTA (1 ml auf 100 ml) 

• die Lösung wird im Anschluss sterilfiltriert 

 

 

2.1.5 Einfrieren der Zellen 

 

Um bei eventuellen Misserfolgen in der Kultivierung der Zellen auf ausreichenden Ersatz 

zurückgreifen zu können, werden von den zugesandten Zelllinien unter sterilen Bedingun-

gen mehrere kleine Ampullen eingefroren. 
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Zur Vorbereitung werden PBS/CMF-Puffer, Trypsinlösung und das Medium auf 37°C 

temperiert. Nach Waschen mit 5 ml PBS/CMF-Puffer werden die Zellen mit Hilfe von     

2 ml Trypsinlösung (EDTA-Gehalt 0,002%) abgelöst. Nach ca. 30 sec wird die Trypsinlö-

sung entfernt und die Zellkultur ungefähr 1-2 min in den Brutschrank gestellt. Durch 

leichtes Klopfen des Zellkulturgefäßes auf die innere Handfläche kann das Ablösen be-

schleunigt werden. Mit dem Lichtmikroskop wird die Ablösung verfolgt. Nun wird mit 

Medium resuspendiert und die Zellsuspension nach Einbringen in ein Zentrifugenglas bei 

1000 rpm und 5 min abzentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und der Zellkuchen 

(„pellets") wird mit 1,7 ml Einfriermedium aufgenommen, vorsichtig resuspendiert und in 

ein vorgekühltes Cap gefüllt. Das Cap wird zunächst zwei Stunden bei –20°C belassen 

und anschließend bei –70°C mindestens sechs Stunden zwischengelagert, bevor es bei       

–196°C (flüssiger Stickstoff) deponiert wird. 

 

2.1.6 Auftauen der Zellen 

 
Ein Cap mit den aufzutauenden Zellen wird in ein Wasserbad mit einer Temperatur von 

37°C gestellt. Der Inhalt des Caps wird unter sterilen Bedingungen in ein Zentrifugenröhr-

chen gefüllt und mit 9 ml Medium aufgefüllt. Nach dem Zentrifugieren (5 min bei      

1000 rpm) wird die überstehende Lösung verworfen, die Zellen in 5 ml neuem Medium 

resuspendiert und auf die bereitgestellten Kulturflaschen aufgeteilt (z. B.: 5 Flaschen mit 

je 1 ml Zellsuspension und 4 ml Medium). 

 

Da durch die zahlreichen mechanischen und chemischen Belastungen während des Ein-

frierens bzw. Auftauens die empfindlichen Zellen sehr in Mitleidenschaft gezogen wer-

den, empfiehlt es sich, am nächsten Tag einen Mediumwechsel vorzunehmen, um im Me-

dium schwimmende lose Zelltrümmer zu entfernen. 

 

 

2.1.7 Zellkultur von MCF-7 und MDA-MB231 

 

• Überstand abnehmen 

• Mit 10 ml bei 250 ml Kulturflaschen (oder 5 ml bei 50 ml Flasche) 
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30 sec lang mit PBS/CMF-Puffer waschen 

• Abnehmen und verwerfen des PBS/CMF-Puffers und Zugabe von 1,5 ml (bzw. 0,5 ml) 

Trypsin/EDTA-Lösung 

• Trypsin/EDTA-Lösung nach 30 sec abnehmen und Inkubation im Brutschrank bei 

37°C und 5% CO2 für 2-3 min  

• Nach 2-3 min kann das Ablösen der Zellen unter dem Mikroskop beobachtet werden 

(die Zellen lösen sich ab und sehen kugelförmig aus) 

• Danach werden die Zellen mit 10 ml (oder 5 ml) Zellmedium resuspendiert 

• Daraufhin werden die Zellen in neuen Kulturgefäßen zur Rekultivierung ausgesät: 

 2,5 ml zur Subkultur 

 7,5 ml für das Experiment 

• Der einzige Unterschied bei der Kultur von MDA-MB231 ist ein Waschen der Zell-

kultur mit PBS/CMF-Puffer nur 10 sec lang (im Gegensatz zu 30 sec bei MCF-7) und 

das Abnehmen der Trypsin/EDTA-Lösung ebenfalls nach 10 sec 

 

 

2.2 Zellzahlbestimmung 

 

Bevor man die Zellen subkultiviert oder für ein Experiment verwendet, muss ihre Zahl 

bestimmt werden. Dies kann entweder mithilfe der Neubauerzählkammer oder mithilfe 

des automatischen Zellzählers („Coulter-Counter“) geschehen. 

 

Die Vitalität der Zellen kann mithilfe der Trypanblaufärbung bestimmt werden. Dieser 

Farbstoff kann die Plasmamembran lebender Zellen nicht durchdringen, aber das Zytop-

lasma toter Zellen färbt sich blau, selbst wenn sie ansonsten völlig intakt erscheinen. 

 

2.2.1 Bestimmung der Zelldichte mithilfe einer Zählkammer 

Bei der Zellzählung mit der Neubauer-Zählkammer wird ein spezielles Deckglas benutzt. 

Der Objektträger wird durch leichtes Anhauchen angefeuchtet und dann auf den Objekt-

träger aufgebracht. Wenn man durch leichtes Schräghalten Newton`sche Ringe sieht, hat 

man den Objektträger richtig aufgebracht. Mittels einer Pasteurpipette wird eine Zellsus-



2 Material und Methoden   

   26

pension an den oberen bzw. unteren Rand des Deckglases aufgetragen. Durch Kapillar-

kräfte wird die Suspension unter das Deckglas gezogen. Unter dem Mikroskop werden die 

Zellen im zentralen und in den Eckfeldern ausgezählt (Volumen: 1mm x 1mm x 0,1mm = 

0,1mm3 = 1ml). Der Mittelwert wird gebildet und diese Zahl mit dem Faktor 104 multipli-

ziert. Dieser Wert gibt die Anzahl der Zellen in einem Milliliter Zellsuspension wieder. 

 

2.2.2 Bestimmung der Zelldichte mittels Coulter-Counter 

Der „Coulter-Counter“ (US-Patent) dient der automatischen Zählung von Zellen in Sus-

pension. Ein definiertes Volumen der mit einer isotonischen Lösung (Isoton II) verdünn-

ten Zellen wird über ein Unterdrucksystem durch eine sehr kleine Öffnung (Durchmesser 

0,1 mm) gesaugt. Jede Zelle verursacht dabei eine Änderung des Potenzials zwischen zwei 

Elektroden, die sich vor sowie hinter der Öffnung befinden. Die Potenzialänderungen 

werden automatisch gezählt. Die Summe der Potenzialänderungen bezogen auf das durch-

gesaugte Volumen der Zellsuspension gibt somit die Konzentration der Zellen in der 

Messlösung an. Bei anliegendem Unterdruck wird ständig Messlösung durch die Öffnung 

gesaugt. Start und Ende der Zählung werden durch das Öffnen und Schließen eines 

Stromkreises durch eine Quecksilbersäule geschaltet. Das Quecksilber ist am gleichen 

Unterdrucksystem angeschlossen und durchläuft während des Messvorganges ein bekann-

tes Volumen, das mit dem Volumen der Messlösung, die in dieser Zeit die Öffnung pas-

siert, identisch ist. 

 

Bei dieser Art der Zellzählung ist eine vorausgehende vollständige Vereinzelung der Zel-

len von großer Bedeutung, da auch zusammengeballte Zellen nur als eine einzige Zelle 

gezählt werden. Zellen, die in Suspension wachsen, lassen sich problemlos zählen. Die 

Zellzahl von Zellen, die als Monolayer kultiviert werden, wird oft aufgrund von nicht 

vollständiger Vereinzelung eher unterbestimmt. 

 

Die Zellzahl pro ml errechnet sich nach folgender Formel:  

 

V
FZ

mlZellen verd×
=/  
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• Z: in der Digitalanzeige des Coulter-Counters ausgegebene Zellzahl. Dieser Wert soll-

te mindestens 1000 und höchstens 50.000 betragen, um eine ausreichende Genauigkeit 

der Messung zu gewährleisten. Liegt der Messwert außerhalb dieses Bereiches, so 

muss die Suspension vor der Zählung entweder schwächer oder stärker mit Isoton II 

verdünnt werden. 

• V: Volumen der während des Zählvorganges durch die Öffnung gesaugten Lösung in 

ml (meist 0,5 ml) 

• Fverd: Faktor, der sich aus der Verdünnung der Zellzählung errechnet. Meist werden 0,2 

ml Zellsuspension mit Isoton II auf 10 ml aufgefüllt. Daraus errechnet sich ein Ver-

dünnungsfaktor von 10 / 0,2 = 50 

 

 

2.3 Verwendete Färbungen 

2.3.1 Bisbenzimid Färbung 

Die Präparate wurden nachdem sie mindestens eine Stunde in Methanol (-20°C) fixiert 

wurden, mit PBS/CMF-Puffer für eine Minute gewaschen. Danach wurden sie für drei 

Minuten mit dem Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid 33258 (Konzentration: 5 µg/ml in 

PBS/CMF) gefärbt. Anschließend wurde eine Minute in PBS/CMF-Puffer gewaschen. 

Danach wurden die Präparate mit Eindecklösung und mit einem Deckgläschen versehen. 

 

2.3.2 Acridin-Orange Färbung   

Acridin-Orange wurde als 0,1% Stammlösung angesetzt. 

Zur Färbung der Präparate wurden 4,5 ml Stammlösung und 67,5 ml Sörensen-Puffer ge-

mischt. Die Präparate wurden vier Minuten in eine Küvette mit Acridin-Orange gegeben 

und anschließend zweimal eine Minute in Sörensen-Puffer gewaschen. Die pufferbedeck-

ten Präparate wurden sofort mit einem Deckglas eingedeckt und bald ausgewertet (wichtig 

die so gefärbten Präparate auszuwerten, bevor das Sörensen-Puffer austrocknet, da danach 

die Zellen kaputt gehen). 
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2.4 Durchführung der Experimente 

2.4.1 Zellkulturen für Proliferationsversuche mit MCF-7 Zellen 

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit NaHCO3 ohne Glutamin und Phenolrot 

(Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) mit einer Zelldichte von 0,8-1,0 x 105 in 25 ml Zell-

kulturflaschen ausgesät. Vierundzwanzig Stunden später wurde das Medium erneuert und 

die in Ethanol gelösten Testsubstanzen dazugegeben. Die Endkonzentration an Ethanol 

überschritt nicht 0,1%. Nach 96 h wurde das Medium erneut gewechselt und eine erneute 

Zugabe von Testsubstanzen unternommen. Nach 138 h bis 144 h wurden die so behandel-

ten Zellen geerntet und aufgearbeitet.  

 

Zur Aufarbeitung wurde: 

• Der Überstand abgenommen 

• Die Zellen mit 2,5 ml PBS/CMF-Puffer gewaschen 

• Zur Ablösung der Zellen 0,4 ml Trypsin/EDTA-Lösung dazugegeben und die Zellen 

für 2-3 min bei 37°C inkubiert 

• Anschließend mit 4,5 ml Medium resuspendiert 

 

Die Auswertung der Proliferationsrate erfolgte durch Messung der Zellzahl im Coulter-

Counter, wie oben beschrieben, dafür wurden 200 µl Zellsuspension mit 9,8 ml Isoton 

vermischt. 

 

2.4.2 Zellkulturen für Proliferationsversuche mit MDA-MB231  

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit einer Zelldichte von 0,8-1,0 x 105 in 25 ml 

Zellkulturflaschen ausgesät. Vierundzwanzig Stunden später wurde das Medium erneuert 

und die in Ethanol gelösten Testsubstanzen dazugegeben. Die Endkonzentration an Etha-

nol überschritt nicht 0,1%. Nach 96 h wurde das Medium erneut gewechselt und eine er-

neute Zugabe von Testsubstanzen unternommen. Die Ernte erfolgte nach 115 h bis 120 h. 

Die Aufarbeitung und Auswertung erfolgte, wie oben für die MCF-7 Zellen beschrieben. 
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2.4.3 Zellkulturen unter Zugabe von Cytochalasin B 

In den Experimenten mit Cytochalasin B wurden die Zellen unter Zusatz von 2,5 µg/ml 

Cytochalasin B für 120 h inkubiert. Der Zytokinaseinhibitor Cytochalasin B hemmt die 

Zellteilung aber nicht die Kernteilung. Dies führt zur Ausbildung doppelkerniger Zellen. 

Dadurch werden eine Analyse der Zellproliferation im Test sowie eine Beschränkung der 

Mikrokernauswertung auf mitotisch aktive Zellen möglich.  

 

2.4.4 Vorbereitung der Objektträger 

Zunächst wurden die Objektträger 60 Minuten mit Diethyläther/Methanol (Verhältnis 1:1) 

in einem Schüttelbad gewaschen. Anschließend werden sie für 30 Minuten unter fließen-

des Leitungswasser, danach jeweils 30 Minuten in deionisiertes Wasser und in hochgerei-

nigtes Wasser (Millipore) gestellt. Die Objektträger wurden dann erneut für 30 Minuten in 

absolutes Ethanol überführt und anschließend luftgetrocknet. 

 

2.4.5 Herstellung der Präparate 

Nach der Versuchsdurchführung wurden die Zellen präpariert. Die gereinigten Objektträ-

ger wurden mit einem Lochfilter und einem Tropfentrichter in die dafür vorgesehenen 

Einsätze eingespannt. Die Zellsuspension wurde mehrmals resuspendiert, um die Zellen 

gut zu vereinzeln. Mit einer Pasteurpipette wurden einige Tropfen Zellsuspension ent-

nommen und in den Tropfentrichter überführt. Anschließend erfolgte die Zentrifugation in 

der Zytozentrifuge (Cytospin) bei 1000 rpm für die Dauer von 5 Minuten. Nach Beendi-

gung der Zentrifugation wurden die Präparate aus der Halterung entnommen und für eini-

ge Sekunden an der Luft trocknen gelassen. Es wurde darauf geachtet, dass die Präparate 

nicht austrocknen, jedoch auch nicht zu feucht sind, da sich sonst die Zellen vom Objekt-

träger lösen können. Die Zellpräparate wurden anschließend in einer Küvette mit Metha-

nol (bei –20°C) mindestens eine Stunde fixiert. 

 

Die Lagerung erfolgt bei –20°C in Methanol.  
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2.4.6 Auswertung der Präparate  

Nachdem die Präparate hergestellt und in Methanolbad (-20°C) fixiert wurden, wurden sie 

wie oben beschrieben (unter 2.3.) gefärbt. Anschließend wurden die Mikrokerne mithilfe 

der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Vergrößerung von 500x bestimmt.  

 

In den Experimenten mit Cytochalasin B wurden nur die doppelkernigen Zellen ausgewer-

tet.  

 

Pro Versuchsansatz wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet und der Mit-

telwert mit Standardabweichung angegeben. 

 

Die Objektträger wurden vor der Auswertung kodiert und so unter dem Fluoreszenzmikro-

skop ausgewertet. 

 

2.4.7 Beurteilungskriterien für Mikrokerne 

Mikrokerne stellen separierte Teile des Kernmaterials dar, die eine eigenständige Kernhül-

le besitzen, in der Mitose in Erscheinung treten können und nach erfolgter Zytokinese 

vom Zellkern getrennt vorliegen. Haupt- und Mikrokern müssen die gleiche Färbung auf-

weisen. Die Größe der Mikrokerne ist sehr variabel, jedoch sollte die Fläche eines Mikro-

kernes nicht mehr als ein Drittel der Fläche des Hauptkernes ausmachen. Haupt- und Mik-

rokern müssen klar voneinander getrennt im Zytoplasma liegen. Die Form der Mikrokerne 

kann rund bis oval sein. 

 

Untersuchungen zur Mikrokernfrequenz lassen sich in jeder Zellart durchführen, in der die 

Morphologie des Kerns eine Unterscheidung zwischen einer Kerndeformation und einem 

Mikrokern zulässt und in der nicht übermäßig häufig fragmentierte oder apoptotische Ker-

ne vorhanden sind.  

 

Bei der Auswertung nach Bisbenzimid-Färbung muss darauf geachtet werden, dass die 

Mikrokerne deutlich einer Zelle zuzuordnen sind, da in diesem Fall das Zytoplasma nicht 

angefärbt ist. 
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Bei der Acridin-Orange-Färbung (Kerne orange, Zytoplasma gelb; v.a. nach Behandlung 

mit Cytochalasin B wichtig, um doppelkernige Zellen bestimmen zu können) wurden nur 

die Mikrokerne in den doppelkernigen Zellen gezählt, weiter wurde das Verhältnis der 

doppelkernigen Zellen zu den Einkernigen ermittelt. 

.
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3 Ergebnisse 

 

3.1 MDA-MB231 und MCF-7 mit Östradiol behandelt 

 
In einer ersten Versuchsreihe haben wir die östrogenrezeptorpositive Zelllinie MCF-7 mit 

verschiedenen Konzentrationen Östradiol behandelt und die Induktion von Zellproliferati-

on, sowie von chromosomalen Schäden in diesem System untersucht. Parallel dazu haben 

wir die östrogenrezeptornegative Zelllinie MDA-MB231 nach Behandlung mit verschie-

denen Konzentrationen Östradiol untersucht. 

 

3.1.1 Proliferationsversuch mit MCF-7 Zellen unter Zugabe von Östradiol 

Zunächst haben wir die östrogenrezeptorpositive Brustkrebszelllinie MCF-7 mit  

17-ß-Östradiol in einer Konzentration von 100 pM behandelt.  

 

Zum Zeitpunkt 0 haben wir die Zellkulturflaschen mit einer Dichte von D = 0,77 ± 0,03 x 

105 Zellen/ml ausgesät. Nach 22 h fanden ein Mediumwechsel und die Zugabe der Test-

substanzen statt. Nach 96 h ein erneuter Mediumwechsel und erneute Zugabe von Test-

substanzen (100 pM Östradiol in Ethanol gelöst, die Endkonzentration an Ethanol über-

schritt nicht 0,1%). Nach 142 h fanden Ernte und Aufarbeitung der Zellen statt. Der Über-

stand wurde verworfen, die Zellkulturen mit PBS/CMF-Puffer gewaschen und durch spü-

len mit Trypsin/EDTA-Lösung von den Zellkulturflaschen abgelöst. Danach wurden die 

Zellen in 5 ml Medium resuspendiert. Die Messung der Zellzahlen fand im Coulter-

Counter statt, dazu wurden 200 µl Zellsuspension und 9,8 ml Isoton vermischt. In einem 

weiteren Schritt wurden die Zellen mittels Cytospin auf Objektträger aufgetragen. Nach 

Färbung mit Acridin-Orange wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie die Anzahl der Mik-

rokerne ausgewertet. Dazu wurden 3 x 1000 Zellen pro (kodierten) Objektträger, auf Mik-

rokerne untersucht.  

 

Die mit 100 pM Östradiol stimulierte Probe zeigte einen deutlichen Proliferationsanstieg 

gegenüber der unbehandelten Kontrollprobe und der Lösungsmittelkontrolle (siehe 

Abb.6a). Das Wachstum war bei Östradiol behandelten Zellen um den Faktor 2,95 gegen-

über unbehandelten Zellen erhöht. Parallel dazu ergab die Auswertung der Mikroker-
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ne/1000 Zellen eine deutliche Steigerung der Mikrokernzahl (54 Mikrokerne/1000 Zellen) 

in der mit Östradiol behandelten Probe, gegenüber der unbehandelten Kontrollprobe (32 

Mikrokerne/1000 Zellen) (siehe Abb. 6b).  

 

Abbildung 6: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokern-Test in der östrogenrezeptor-positiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit 100 pM Östradiol. K: unbehandelte Kontrol-
le, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol 100 pM. Die Zellen wurden für 142 h 
mit den Testsubstanzen in RPMI 1640 Medium (phenolrotfrei, kohlebehandelt) inkubiert. Nach 
der Ernte wurden die Zellzahlen mittels Coulter-Counter bestimmt. Danach wurden die mittels 
Cytospin auf Objektträgern aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. 
Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. 
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3.1.2 Kontrollexperiment mit MDA-MB231 unter Zugabe von Östradiol 

Um die Induktion der Mikrokerne durch eine direkt genotoxische Wirkung von Östradiol 

in dieser Konzentration auszuschließen, wurde parallel dazu die östrogenrezeptornegative 

Brustkrebszelllinie MDA-MB231 mit 17-ß-Östradiol in einer Konzentration 100 pM be-

handelt und anschließend auf Mikrokerne untersucht. Die Experimente mit der MDA-

MB231 Zelllinie dienten somit als zusätzliches Kontrollsystem.  

  

Zum Zeitpunkt 0 wurden die Zellkulturflaschen in einer Dichte von D = 0,99 ± 0,01 x 105 

Zellen/ml ausgesät. Nach 21 h fanden ein Mediumwechsel und die Zugabe von Östradiol 

statt. Nach 96 h folgte ein erneuter Mediumwechsel und erneut die Zugabe von 100 pM 

Östradiol, in Ethanol gelöst. Die Endkonzentration Ethanol betrug höchstens 0,1%. Nach 

118 h wurde geerntet, aufgearbeitet und ausgewertet.  

 

Im Kontrollexperiment mit der östrogenrezeptornegativen Zelllinie MDA-MB231 zeigte 

die mit 100 pM Östradiol behandelte Probe zum Zeitpunkt der Ernte, gegenüber der unbe-

handelten Kontrolle und der Lösungsmittelkontrolle, kein vermehrtes Zellwachstum (siehe 

Abb. 7a). Die Mikrokernzahl (Abb. 7b) in der mit Östradiol behandelten MDA-MB231 

Probe zeigt ebenfalls keinen deutlich erhöhten Wert (25 Mikrokerne/1000 Zellen) gegen-

über der unbehandelten Kontrolle und der Lösungsmittelkontrolle (19 bzw. 20 Mikroker-

ne/1000 Zellen). 
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Abbildung 7: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokern-Test in der östrogenrezeptornegativen 
Brustkrebszelllinie MDA-MB231 nach Behandlung mit 100 pM Östradiol. K: unbehandelte 
Kontrolle, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol 100 pM. Die Zellen wurden 
für 142 h in RPMI 1640 Medium (phenolrotfrei, kohlebehandelt) mit oder ohne Zugabe der Test-
substanzen inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen mittels Coulter-Counter bestimmt. 
Nach der Ernte fand die Auswertung der mittels Cytospin auf Objektträgern aufgetragenen und mit 
Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie. Es wurden drei Objektträ-
ger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.  
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3.1.3 Konzentrationsabhängige Proliferationssteigerung in den MCF-7 Zellen nach 

Zugabe verschiedener Konzentrationen Östradiol 

In diesem Experiment haben wir die östrogenrezeptorpositive Brustkrebszelllinie MCF-7 

mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol (1nM, 500 pM, 200 pM, 50 pM, 25 pM, 5 

pM) behandelt.  

 

Zum Zeitpunkt 0 haben wir 24 Zellkulturflaschen mit einer Dichte von D = 0,7 ± 0,03 x 

105 Zellen/ml ausgesät. Nach 24 h fand ein Mediumwechsel statt und die Zugabe der Test-

substanzen, gelöst in Ethanol. Die Endkonzentration Ethanol betrug höchstens 0,1%. Nach 

72 h fanden ein Mediumwechsel und die erneute Zugabe der Testsubstanzen statt. Nach 

142 h wurden die Zellkulturen geerntet und wie oben beschrieben aufgearbeitet und aus-

gewertet. 

 

Den deutlichsten Proliferationsschub zeigte die Probe, die mit 1nM Östradiol behandelt 

wurde (Abb. 8a), mit einem Wachstumsfaktor von 2,73. Die anderen Proben zeigen einen 

konzentrationsabhängigen Anstieg des Zellwachstums, je nach Konzentration des zuge-

fügten 17-ß-Östradiol (Wachstumsfaktoren siehe Tabelle 3 im Anhang). Die entsprechen-

de Untersuchung der Mikrokerne (Abb.8b) hat ebenfalls einen konzentrationsabhängigen 

Anstieg der Mikrokernzahlen, in den mit 17-ß-Östradiol behandelten Proben gegenüber 

der unbehandelten Kontrolle und Lösungsmittelkontrolle ergeben. Die Mikrokernrate 

(Mikrokerne in 1000 östradiolstimulierten Zellen/Mikrokerne in 1000 unbehandelten Zel-

len) stieg um den Faktor 1,8 in der mit 1nM 17-ß-Östradiol behandelten Probe und nahm 

stetig ab mit abnehmender Konzentration Östradiol (genaue Werte Tabelle 3 im Anhang).  
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Abbildung 8. (a) Zellproliferation und (b) Mikrokern-Test in der östrogenrezeptorpositiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol. 
K: unbehandelte Kontrolle, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol in den ange-
gebenen Konzentrationen. Die Zellen wurden für 142 h mit den Testsubstanzen in RPMI 1640 
Medium (ohne phenolrot, kohlebehandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen mittels 
Coulter-Counter bestimmt. Daraufhin fand die Auswertung der mittels Cytospin auf Objektträgern 
aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie statt. 
Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen auf Mikrokerne ausgewertet. Dargestellt ist der 
Mittelwert mit Standardabweichung. 
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3.1.4 Wiederholungsexperiment mit MCF-7 Zellen und verschiedenen Konzentra-

tionen Östradiol  

 
Es wurden erneut MCF-7 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen 17-ß-Östradiol (200 

pM, 50 pM, 25 pM, 5 pM) behandelt, wobei diesmal parallel dazu auch die östrogenrezep-

tornegative Zelllinie MDA-MB-231 mit Östradiol in den gleichen Konzentrationen be-

handelt wurde, als Kontrollsystem.  

 

Zum Zeitpunkt 0 wurden 21 Zellkulturflaschen mit einer Dichte von D = 0,9 ± 0,01 x 105 

Zellen/ml ausgesät. Nach 24 h fand ein Mediumwechsel statt und die Zugabe von Test-

substanzen, in Ethanol gelöst. Die Endkonzentration Ethanol betrug höchstens 0,1%. Nach 

96 h fanden ein erneuter Mediumwechsel und die erneute Zugabe von Testsubstanzen 

statt. Die Zellkulturen wurden nach 140 h geerntet und wie bereits beschrieben aufgearbei-

tet und ausgewertet. 

 

Analog zum vorherigen Experiment zeigten, die mit Östradiol behandelten MCF-7 Zellen 

einenen konzentrationsabhängigen Anstieg der Zellproliferation (siehe Abb. 9a). In der 

mit Mitomycin C behandelten Probe zeigte sich eine Verringerung der Zellzahl gegenüber 

der Kontrolle.  Die Auswertung der Mikrokerne ergab eine erhöhte Mikrokernzahl in den 

mit 17-ß-Östradiol behandelten Proben im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und zur 

Lösungsmittelkontrolle (Abb. 9b). Die Positivkontrolle ergab eine ungleich höhere Anzahl 

an Mikrokernen, infolge der genotoxischen Wirkung von Mitomycin C, welches 

deswegen in Experimenten als Positivkontrolle zur Induktion von Mikrokernen verwendet 

wird (genaue Werte siehe Anhang Tabelle 4).    
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Abbildung 9: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokern-Test in der östrogenrezeptorpositiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol. 
K: unbehandelte Kontrolle, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol in den ange-
gebenen Konzentrationen, MMC: Mitomycin C als Positivkontrolle. Die Zellen wurden für 140 h 
unter Zugabe der Testsubstanzen (in 0,1% Ethanol) in RPMI 1640 Medium (phenolrotfrei und 
kohlebehandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen mittels Coulter-Counter be-
stimmt. In der mit Mitomycin C behandelten Probe war die Zellzahl geringer als in der unbehan-
delten Kontrolle. Zur Auswertung der Mikrokerne wurden die Zellen mittels Cytospin auf Objekt-
trägern aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbt und mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie 
ausgewertet. Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der Mit-
telwert mit Standardabweichung. Die Positivkontrolle zeigte einen steilen Zuwachs der Mikroker-
ne. 
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3.1.5 Kontrollexperiment mit MDA-MB231 Zellen unter Zugabe von Östradiol  

Um zu überprüfen ob der beobachtete Effekt der gesteigerten Zellproliferation und Mikro-

kerninduktion durch den Östrogenrezeptor vermittelt ist wurden parallel zur MCF-7 Zell-

kultur, MDA-MB-231 Zellen zum Zeitpunkt 0, in 21 Zellkulturflaschen, in einer Dichte 

von D = 0,7 ± 0,02 x 105 Zellen/ml ausgesät. Nach 26 h wurde eine Mediumwechsel vor-

genommen und die Zugabe der in Ethanol gelösten Testsubstanzen (17-ß-Östradiol in den 

Konzentrationen 200 pM, 50 pM, 25 pM, 5 pM). Die Endkonzentration Ethanol betrug 

höchstens 0,1%. Nach 96 h fanden ein erneuter Mediumwechsel und die erneute Zugabe 

der Testsubstanzen statt. Nach 117 h wurden die MDA-MB231 Zellkulturen geerntet und 

wie oben beschrieben aufgearbeitet und ausgewertet.  

 

Die Auswertung der Proben ergab keine gesteigerte Zellproliferation gegenüber der Kon-

trolle und der Lösungsmittelkontrolle, in den mit 17-ß-Östradiol behandelten Zellkulturen 

der östrogenrezeptornegativen Zellreihe MDA-MB 231 (siehe Abb. 10a). Dies bedeutet, 

dass die zuvor beobachtete Stimulation des Zellwachstums von MCF-7 aufgrund eines 

östrogenrezeptorabhängigen Prozesses eingetreten ist. Die mit Mitomycin C behandelte 

Probe zeigte eine geringere Zellzahl. Wie die Abbildung 10 (b) veranschaulicht, ergab die 

entsprechende Untersuchung der Mikrokernzahlen in der östrogenrezeptornegativen Zell-

linie MDA-MB 231, ebenfalls keine erhöhte Mikrokernrate in den mit 17-ß-Östradiol be-

handelten Proben (genaue Werte siehe Tabelle 5 im Anhang). Nur die mit Mitomycin C 

behandelte Probe zeigte eine deutlich gesteigerte Mikrokernrate. 
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Abbildung 10: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokerntest in der östrogenrezeptornegativen  
Brustkrebszelllinie MDA-MB 231 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen 
Östradiol. K: unbehandelte Kontrolle, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol in 
den angegebenen Konzentrationen, MMC: Mitomycin C als Positivkontrolle. Die Zellen wurden 
für 140 h unter Zugabe der Testsubstanzen in RPMI 1640 Medium (phenolrotfrei und kohlebehan-
delt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen mittels Coulter-Counter bestimmt. Nach der 
Ernte fand die Auswertung der mittels Cytospin auf Objektträgern aufgetragenen und mit Acridin-
Orange gefärbten Zellen mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie statt. Es wurden drei Objektträger 
mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. Die Posi-
tivkontrolle zeigt einen Zelluntergang und einen steilen Zuwachs der Mikrokernrate. 
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3.2  MCF-7 und MDA-MB231 mit Östradiol und Tamoxifen 

 
In dieser nächsten Versuchsreihe wurden die östrogenrezeptorpositive Zelllinie MCF-7 

und die östrogenrezeptornegative Zelllinie MDA-MB231 mit verschiedenen Konzentrati-

onen 17-ß-Östradiol und 4-Hydroxytamoxifen behandelt. Bei 4-Hydroxytamoxifen han-

delt es sich um einen spezifischen Östrogenrezeptorantagonisten. Durch die Zugabe von 

Tamoxifen konnte festgestellt werden ob die Mikrokernbildung durch direkte Stimulation 

am Östrogenrezeptor induziert wird und ob dieser Effekt durch kompetitive Hemmung 

beeinflusst werden kann.  

 

3.2.1 MCF-7 Zellen und der Östrogenrezeptorantagonist Tamoxifen 

In diesem Experiment wurden die östrogenrezeptorpositiven Zellen MCF-7 zum Zeitpunkt 

0 in 14 Zellkulturflaschen mit einer Dichte von D = 0,8 ± 0,008 x 105 Zellen/ml ausgesät. 

Nach 22 h fand ein Mediumwechsel statt und die Zugabe der Testsubstanzen, welche in 

Ethanol gelöst wurden. Die Endkonzentration Ethanol betrug höchstens 0,1%. Nach 96 h 

fand ein erneuter Mediumwechsel statt und die erneute Zugabe von Testsubstanzen. Bei 

den Testsubstanzen handelt es sich um 17-ß-Östradiol in zwei verschiedenen Konzentrati-

onen (1nM und 100 pM) und um 4-Hydroxytamoxifen in einer Konzentration von 5 µM, 

außerdem um die kombinierte Zugabe von 1 nM Östradiol + 5 µM Tamoxifen und 100 

pM Östradiol + 5 µM 4-Hydroxytamoxifen. Nach 138 h wurden die Zellkulturen geerntet 

und wie weiter oben beschrieben, aufgearbeitet und ausgewertet. 

 
Die mit Östradiol behandelten Zellen zeigten einen deutlichen Proliferationsanstieg mit 

einem Wachstumsfaktor von 2,65 (1 nM) und 2,38 (100 pM). Die mit Tamoxifen behan-

delte Probe, sowie die mit Östradiol unter Zugabe von Tamoxifen behandelte Probe zeig-

ten keinen Proliferationszuwachs (Abb. 11a). Die Mikrokernzahlen (Abb. 11b) waren in 

den nur mit Östradiol behandelten Proben gegenüber der unbehandelten Kontrolle und der 

Lösungsmittelkontrolle gesteigert. Eine geringere Mikrokernrate wiesen die mit Östradiol 

und Tamoxifen kombiniert behandelten Zellen, entsprechend dem geringeren Zellzuwachs 

in diesen Proben (genaue Werte Tabelle 7 im Anhang). 

 



3 Ergebnisse  

   43

0,0

1,0

2,0

3,0

4,0

5,0

6,0

0

<0,1%
 E

tO
H

E 1000 pM

E 100 pM

T 5 µM

E 1000 pM + T
 5 µM

E 100 pM + T
 5 µM

Ze
llz

ah
l x

 1
05 /m

l
(a)

0

20

40

60

80

100

0

<0,1
%

 E
tO

H

E 100
0 pM

E 100
 pM

T 5 
µM

E 10
00 pM + T

 5 
µM

E 100
 pM

 + T
 5 µM

M
ik

ro
ke

rn
e/

10
00

 Z
el

le
n

(b)

 

Abbildung 11: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokerntest in der östrogenrezeptorpositiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol, 
Hydroxytamoxifen oder einer Kombination beider Substanzen. K: unbehandelte Kontrolle, 
LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol, T: Hydroxytamoxifen, E+T: Östradiol 
und Hydroxytamoxifen in Kombination (Konzentrationen wie oben angegeben). Die Zellen wur-
den für 138 h unter Zugabe der Testsubstanzen in RPMI 1640 Medium (phenolrotfrei und kohle-
behandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen mittels Coulter-Counter bestimmt. 
Nach der Ernte fand die Auswertung der mittels Cytospin auf Objektträgern aufgetragenen und mit 
Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie statt. Es wurden drei Ob-
jektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. 
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3.2.2 MCF-7 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol und Tamoxifen  

Zum Zeitpunkt 0 wurden 26 Zellkulturflaschen mit der Brustkrebszelllinie MCF-7 in einer 

Dichte von D = 0,6 ± 0,04 x 105 Zellen/ml ausgesät. Nach 24 h fanden ein Mediumwech-

sel und die Zugabe der Testsubstanzen statt. Nach 96 h fanden ein erneuter Mediumwech-

sel und die erneute Zugabe der Testsubstanzen statt. Bei den Testsubstanzen handelt es 

sich um 17-ß-Östradiol in zwei verschiedenen Konzentrationen (1 nM und 100 pM) und 

um 4-Hydroxytamoxifen in zwei verschiedenen Konzentrationen (10 nM und 1 nM) sowie 

um die Kombination dieser Substanzen. Nach 141 h wurden die Zellen geerntet und wie 

bereits oben beschrieben aufgearbeitet und ausgewertet. 

 

Wie aus Abbildung 12 (a) ersichtlich, zeigen die MCF-7 Zellen wie in früheren Versuchen 

auch, den höchsten Anstieg der Zellproliferation unter Zugabe von 1 nM Östradiol, mit 

einem Wachstumsfaktor von 2,86. Der Wachstumsfaktor von 2,13 in der mit 100 pM 

Östradiol stimulierten Probe deutet erneut auf einen konzentrationsabhängigen Proliferati-

onsanstieg nach Behandlung der Zellen mit Östradiol hin. Es gab keine Steigerung der 

Zellproliferation gegenüber der Kontrolle unter Zugabe von 4-Hydroxytamoxifen alleine. 

Und im Vergleich zur rein mit Östradiol behandelten Probe, einen verringerten Prolifera-

tionsanstieg unter Zugabe von Tamoxifen. Der Wachstumsfaktor (Zellzahl behandelte 

Zellen [Östradiol+Tamoxifen] / unbehandelte Zellen) betrug 1,63, was darauf hinweist, 

dass 4-Hydroxytamoxifen über eine kompetitive Hemmung am Östrogenrezeptor die 

Zellproliferation in den mit Östradiol behandelten Zellen verringert. Die mit Mitomycin C 

behandelte Probe zeigte einen starken Rückgang der Zellzahl gegenüber der Kontrolle. 

Die höchste Mikrokernzahl von 54 Mikrokernen/1000 Zellen kam in der mit 1 nM Östra-

diol behandelten Probe vor, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ist das eine Steige-

rung von 20 Mikrokernen/1000 Zellen (Abb. 12b). In den mit Östradiol und Hydroxyta-

moxifen kombiniert behandelten Zellen zeigte sich eine Reduktion von ca. 15 Mikroker-

nen/1000 Zellen, im Vergleich zu den rein mit Östradiol behandelten Kulturen. Somit ließ 

sich durch den Einsatz von 4-Hydroxytamoxifen nicht nur die Proliferation in den MCF-7 

Zellen inhibieren, sondern auch die Induktion der Mikrokerne was auf eine proliferation-

sassoziierte Steigerung der Mikrokerne und damit der chromosomalen Instabilität hinweist 

(genaue Werte siehe auch Tabelle 8 im Anhang).  
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Abbildung 12: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokern-Test in der östrogenrezeptorpositiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol, 
Hydroxytamoxifen oder einer Kombination beider Substanzen. K: unbehandelte Kontrolle, 
LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol, T: Hydroxytamoxifen, E+T: Östradiol 
und Hydroxytamoxifen in Kombination, MMC: Mitomycin C als Positivkontrolle (Konzentratio-
nen wie oben angegeben). Die Zellen wurden für 141 h unter Zugabe der Testsubstanzen in RPMI 
1640 Medium (phenolrotfrei und kohlebehandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen 
mittels Coulter-Counter bestimmt. Nach der Ernte fand die Auswertung der mittels Cytospin auf 
Objektträgern aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie statt. Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der 
Mittelwert mit Standardabweichung. Die Positivkontrolle weist einen Zellniedergang und einen 
Anstieg der Mikrokernrate auf.  
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3.2.3 Wiederholungsexperiment mit MCF-Zellen unter kombinierter Zugabe von 

Östradiol und Tamoxifen 

Für diesen Versuch wurden 33 Zellkulturflaschen mit MCF-7 Zellen in einer Zelldichte 

von D = 0,7 ± 0,05 x 105 Zellen/ml zum Zeitpunkt 0 ausgesät. Nach 20 h wurden ein Me-

diumwechsel und die Zugabe der Testsubstanzen vorgenommen. Nach 96 h wurde erneut 

das Medium gewechselt und die Testsubstanzen dazugegeben. Bei den Testsubstanzen 

handelt es sich in diesem Versuch um zwei verschiedene Konzentrationen 17-ß-Östradiol 

(1 nM und 200 pM) und drei verschiedene Konzentrationen 4-Hydroxytamoxifen (1µM, 

100 nM und 10 nM), außerdem um die Kombination von 200 pM 17-ß-Östradiol und den 

drei verschiedenen Konzentrationen 4-Hydroxytamoxifen. Mitomycin C in einer Konzent-

ration von 10 µg/ml wurde als Positivkontrolle verwendet. Nach 142 h wurden die Zellen 

geerntet und wie weiter oben beschrieben aufgearbeitet und ausgewertet. 

 

Die mit 1 nM Östradiol behandelte Probe zeigte, wie in den vorausgegangenen Versuchen, 

den höchsten Zellzuwachs (Wachstumsfaktor von 2,94), aber auch die mit 200 pM Östra-

diol behandelte Probe zeigte einen deutlichen Zellzuwachs gegenüber der Kontrolle und 

der Lösungsmittelkontrolle (Wachstumsfaktor 2,03). Die Zugabe von Hydroxytamoxifen 

zu den mit Östradiol behandelten Zellen ergab geringere, bis gar nicht gesteigerte Zellzah-

len (Abb. 13a). Die Mikrokernzahl war jedoch mit 26 Mikrokernen/1000 Zellen im Ver-

gleich zur unbehandelten Kontrolle (24 Mikrokerne/1000 Zellen) praktisch nicht erhöht. 

Am effektivsten wurde die proliferative Wirkung von Östradiol durch Zugabe von 1µM 

Tamoxifen gehemmt (Wachstumsfaktor 1,04). Wie in der Abbildung 13 (b) veranschau-

licht, war die Mikrokernrate in der mit 1000 pM und 200 pM Östradiol behandelten Probe 

deutlich erhöht, gegenüber der unbehandelten Kontrollprobe (mit jeweils 45 Mikroker-

ne/1000 Zellen). Demgegenüber zeigten die mit Östradiol und Hydroxytamoxifen kombi-

niert behandelten Proben analog dem geringeren Zellwachstum auch etwas geringere Mik-

rokernwerte, als die nur mit Östradiol behandelten Zellen (siehe auch Tabelle 9 im An-

hang). 
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Abbildung 13: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokern-Test in der östrogenrezeptorpositiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol, 
Hydroxytamoxifen oder einer Kombination beider Substanzen. K: unbehandelte Kontrolle, 
LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol, T: Hydroxytamoxifen, E+T: Östradiol 
und Hydroxytamoxifen in Kombination, MMC: Mitomycin C als Positivkontrolle (Konzentratio-
nen wie oben angegeben). Die Zellen wurden für 142 h, unter Zugabe der Testsubstanzen in RPMI 
1640 Medium (phenolrotfrei und kohlebehandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen 
mittels Coulter-Counter bestimmt. Zur Auswertung der Mikrokerne wurden die Zellen mittels 
Cytospin auf Objektträgern aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbt, mithilfe der Fluores-
zenzmikroskopie wurden die Mikrokerne gezählt. Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen 
ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung.  
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3.2.4 MCF-7 Zellen und der Östrogenrezeptorantagonist Tamoxifen  

Zuletzt wurden noch einmal die östrogenrezeptorpositiven MCF-7 Zellen mit 17-ß-

Östradiol und 4-Hydroxytamoxifen in Kombination behandelt und parallel dazu die östro-

genrezeptornegative Zelllinie MDA-MB231 mit diesen beiden Substanzen in verschiede-

nen Konzentrationen und der Kombination von beiden kultiviert.  

 

Die östrogenrezeptorpositive Zelllinie MCF-7 wurde zum Zeitpunkt 0 in 12 Zellkulturfla-

schen mit einer Dichte von D = 0,8 x 105 Zellen/ml ausgesät. Nach 21 h wurden ein Medi-

umwechsel und die Zugabe der Testsubstanzen vorgenommen. Nach 93 h wurden ein er-

neuter Mediumwechsel und die erneute Zugabe von Testsubstanze getätigt. Bei den Test-

substanzen handelte es sich in diesem Fall um 1 nM 17-ß-Östradiol und vier verschiede-

nen Konzentrationen 4-Hydroxytamoxifen (5 nM, 0,5 nM, 0,1 nM, 10 pM). Nach 114 h 

wurden die Zellkulturen geerntet und wie weiter oben beschrieben aufgearbeitet und aus-

gewertet. 

 

Die mit 1 nM Östradiol behandelten Zellen wiesen einen Wachstumsfaktor von 2,51 auf. 

Die nur mit Tamoxifen behandelten Proben zeigten keine erhöhte Zellproliferation gegen-

über der Kontrolle (Abb. 14a). Die kombiniert mit Hydroxytamoxifen und Östradiol be-

handelten Zellen zeigten wie in den vorausgegangenen Experimenten eine verringerte 

Zellproliferation im Vergleich zu den rein mit Östradiol behandelten Proben, jedoch trotz-

dem etwas höhere Zellzahlen als die unbehandelte Kontrolle und die Lösungsmittelkon-

trolle (siehe auch Werte Tabelle 10). Die Mikrokernzahlen waren in den mit 1 nM Östra-

diol behandelten Zellen entsprechend der höchsten Zellproliferationsrate am meisten ge-

genüber der Kontrollprobe erhöht. Die Zugabe von Hydroxytamoxifen in den mit Östradi-

ol behandelten Proben ergab erneut im Vergleich zur rein mit Östradiol behandelten Probe 

geringere Mikrokernwerte (siehe Abb. 14b).  
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Abbildung 14: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokerntest in der östrogenrezeptorpositiven 
Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol, 
Hydroxytamoxifen oder einer Kombination beider Substanzen. K: unbehandelte Kontrolle, 
LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol, T: Hydroxytamoxifen, E+T: Östradiol 
und Hydroxytamoxifen in Kombination, MMC: Mitomycin C als Positivkontrolle (Konzentratio-
nen wie oben angegeben). Die Zellen wurden für 114 h, unter Zugabe der Testsubstanzen in RPMI 
1640 Medium (phenolrotfrei und kohlebehandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die Zellzahlen 
mittels Coulter-Counter bestimmt. Nach der Ernte fand die Auswertung der mittels Cytospin auf 
Objektträgern aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie statt. Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der 
Mittelwert mit Standardabweichung.  
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3.2.5 MDA-MB231 und der Östrogenrezeptorantagonist Tamoxifen 

Parallel zum vorher beschriebenen Experiment wurde die östrogenrezeptornegative Zellli-

nie MDA-MB231 zum Zeitpunkt 0 in 12 Zellkulturflaschen in einer Dichte von D = 0,8 x 

105 Zellen/ml ausgesät. Nach 21 h wurden ein Mediumwechsel und die Zugabe der Test-

substanzen vorgenommen. Nach 93 h fanden ein erneuter Mediumwechsel und die erneute 

Zugabe der Testsubstanzen statt. Bei den Testsubstanzen handelte es sich, wie oben be-

schrieben, um 17-ß-Östradiol in einer Konzentration von 1 nM sowie um vier verschiede-

ne Konzentrationen 4-Hydroxytamoxifen (5 nM, 0,5 nM, 0,1 nM, 10 pM) und zusätzlich 

um die Kombination von Östradiol und den vier verschiedenen Konzentrationen Hydroxy-

tamoxifen. Nach 116 h wurden die Zellen geerntet und wie beschrieben aufgearbeitet und 

ausgewertet. 

 

Bei der östrogenrezeptornegativen Zelllinie ergab sich weder unter Zugabe von Östradiol 

noch von Hydroxytamoxifen oder unter Kombination der beiden eine im Vergleich zur 

Negativkontrolle erhöhte Zellproliferation (siehe Abb. 15a). Die Auswertung der Mikro-

kerne in dieser Zelllinie diente dem Ausschluss einer direkten Genotoxizität von Östradiol 

in den angewendeten Konzentrationen. Weder die mit Östradiol noch die mit einer Kom-

bination von Östradiol und Hydroxytamoxifen behandelten östrogenrezeptornegativen 

Zellen zeigten eine Erhöhung der Mikrokernzahlen gegenüber der unbehandelten Kontrol-

le und der Lösungsmittelkontrolle (Abb. 15b). Lediglich die mit 5 nM Tamoxifen behan-

delten Zellen zeigten eine leichte Erhöhung der Mikrokernrate (Mikrokerne pro 1000 be-

handelten Zellen/Mikrokerne 1000 unbehandelten Zellen) von 1,3. Die Positivkontrolle 

(Mitomycin C) zeigt eine deutlich erhöhte Mikrokernrate, infolge Genotoxizität auch in 

der östrogenrezeptornegativen Zelllinie MDA-MB 231 (siehe auch Tabelle 11 im An-

hang). 
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Abbildung 15: (a) Zellproliferation und (b) Mikrokerntest in der östrogenrezeptornegativen 
Brustkrebszelllinie MDA-MB231 nach Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen Öst-
radiol, Hydroxytamoxifen oder einer Kombination beider Substanzen. K: unbehandelte Kon-
trolle, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Ethanol), E: Östradiol, T: Hydroxytamoxifen, E+T: Öst-
radiol und Hydroxytamoxifen in Kombination, MMC: Mitomycin C als Positivkontrolle (Konzent-
rationen wie oben angegeben). Die Zellen wurden für 116 h, unter Zugabe der Testsubstanzen in 
RPMI 1640 Medium (phenolrotfrei und kohlebehandelt) inkubiert. Nach der Ernte wurden die 
Zellzahlen mittels Coulter-Counter bestimmt. Nach der Ernte fand die Auswertung der mittels 
Cytospin auf Objektträgern aufgetragenen und mit Acridin-Orange gefärbten Zellen mithilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie statt. Es wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Darge-
stellt ist der Mittelwert mit Standardabweichung. 
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3.3 MCF-7 mit Cytochalasin B und Östradiol behandelt 

 
In diesen Experimenten wurden die Zellen unter Zugabe von 2,5 µg/ml Cytochalasin B 

inkubiert. Cytochalasin B inhibiert die Zellteilung, aber nicht die Kernteilung. Dadurch 

kann anhand der Auswertung der Mikrokerne in den doppelkernigen Zellen die Untersu-

chung auf diejenigen Mikrokerne beschränkt werden, die genau seit Zugabe der Testsub-

stanzen innerhalb eines Zellteilungszyklus entstanden sind.  

 

Zum Zeitpunkt 0 wurden 12 Zellkulturflaschen mit der östrogenpositiven Brustkrebszell-

linie MCF-7 ausgesät. Nach 24 h wurde das Medium erneuert und sowohl Cytochalasin B 

in einer Konzentration von 2,5 µg/ml, als auch die Testsubstanzen dazugegeben. Nach 96 

h fand eine Erneuerung des Mediums statt und eine erneute Zugabe von Cytochalasin B 

und der Testsubstanzen. Bei den Testsubstanzen handelte es sich in diesem Fall um Östra-

diol in zwei verschiedenen Konzentrationen (1 nM und 100 pM), gelöst in Ethanol. Die 

Endkonzentration an Ethanol überschritt nicht 0,1%. Nach 144 h wurden die Zellen geern-

tet und wie beschrieben aufgearbeitet und ausgewertet. Der einzige Unterschied zu den 

vorausgegangenen Experimenten bestand darin, dass nach Färbung mit Acridin-Orange 

mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie zunächst die Prozentzahl doppelkerniger Zellen be-

stimmt wurde und anschließend die doppelkernigen Zellen auf Mikrokerne ausgewertet 

wurden. 

 

Im Vergleich zur Kontrolle zeigten die mit Östradiol behandelten Proben einen Zuwachs 

von ca. 10% an doppelkernigen Zellen (siehe Abb. 16a und Tabelle 6 im Anhang). Die 

Mikrokernrate zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine Steigerung um ca. Faktor 1,5 in den 

mit Östradiol behandelten Proben (Abb. 16b).  
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Abbildung 16 (a) Prozentualer Anteil doppelkerniger Zellen und (b) Mikrokerninduktion in 
den doppelkernigen Zellen der östrogenrezeptorpositiven Brustkrebszelllinie MCF-7 nach 
Behandlung mit Östradiol. K: unbehandelte Kontrolle, LK: Lösungsmittelkontrolle (0,1% Etha-
nol), E: Östradiol in den angegebenen Konzentrationen. Die Zellen wurden für 144 h unter Zugabe 
von Cytochalasin B (2,5 µg/ml) und der Testsubstanzen (in 0,1% Ethanol), in RPMI 1640 Medium 
phenolrotfrei und kohlebehandelt) inkubiert. Die Zellen wurden mittels Cytospin auf Objektträger 
aufgetragen und nach Färbung mit Acridine-Orange mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. 
Es wurde die Prozentzahl der doppelkernigen Zellen bestimmt. Zur Auswertung der Mikrokerne 
wurden drei Objektträger mit je 1000 Zellen ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert mit Stan-
dardabweichung.  
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4 Diskussion 
 

Eine Korrelation zwischen chronischem Reiz und Jahre bis Jahrzehnte später auftretenden 

bösartigen Tumoren im gleichen Organ wird in Zusammenhang mit verschiedenen Er-

krankungen diskutiert. So konnte in einer Studie (Solomon und Schnitzler, 1998) gezeigt 

werden, dass das Risiko an einem Darmkrebs zu erkranken für Patienten, die an Colitis 

ulcerosa leiden, 10 Jahre nach Diagnose der chronisch entzündlichen Darmerkrankung um 

0,5 % bis 1 % pro Jahr ansteigt. In einer weiteren Studie verfolgten Ekbom et al., (1990) 

das Schicksal von 3117 Patienten und stellten fest, dass das Darmkrebsrisiko 35 Jahre 

nach Diagnose der Colitis ulcerosa erhöht war im Vergleich zur Normalbevölkerung. Es 

betrug 35 % für diejenigen, die eine Pancolitis (Entzündung des gesamten Dickdarmes) 

hatten und 40 % für diejenigen, die jünger als 15 Jahre bei Diagnose waren (Ekbom et al., 

1990). Dagegen liegt der Risikofaktor in der Normalbevölkerung bei 2-5%. Auch in ande-

ren Organen ließ sich ein Zusammenhang zwischen einer chronischen Entzündung und 

einer späteren malignen Entartung nachweisen: Die Arbeitsgruppe von Ruiz untersuchte 

70 Patienten, die an einem Leberkarzinom litten, und stellte fest, dass fast 90 % davon an 

einer viralen Hepatitis (B oder C) erkrankt waren (Ruiz et al., 1992). In einer prospektiv 

angelegten Studie über 24 Jahre wurde gezeigt, dass Patienten, die an chronischer Pan-

kreatitis leiden, ein höheres Risiko haben an einem Pankreaskarzinom zu erkranken (Mal-

ka et al., 2002).  

 

Wichtige Erkenntnisse zur möglichen Pathogenese stammen zudem aus Arbeiten, die sich 

mit der Entstehung von Magenkarzinomen auf dem Boden chronischer Magenentzündun-

gen beschäftigen. Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein Bakterium, welches den Magen 

von mehr als 50 % der Gesamtbevölkerung besiedelt. Infektionen des Menschen mit H. 

pylori können zu asymptomatischen, leichten oder chronischen Magenentzündungen füh-

ren, aber auch zu Ulcerationen der Magenwand und in einigen Fällen zu Adenocarcino-

men und MALT-Lymphomen (Buret et al., 2005). Die genauen Mechanismen, die nach 

einer H. pylori Infektion dazu beitragen, dass sich das Risiko an einem Magenkarzinom zu 

erkranken erhöht, sind nicht bekannt. Jedoch ist eine entzündliche Reaktion allen H. pylo-

ri-assoziierten Magen-Darm-Erkrankungen gemeinsam. Es scheint so zu sein, dass eher 

die Antwort des Wirtes auf die entzündlichen Prozesse die unterschiedlichen Entwicklun-

gen der H. pylori Infektionen bestimmt und weniger das Bakterium an sich (Wu et al., 
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2005). Inzwischen ist bekannt, dass Patienten, die mit CagA-positiven H. pylori Bakteri-

enstämmen infiziert sind, ein höheres Risiko tragen an einem Magenkarzinom zu erkran-

ken, als die mit CagA-negativen H. pylori Infizierten (Parsonnet et al., 1997). CagA wurde 

als ein Protein des H. pylori identifiziert, welches mittels eines Typ IV Sekretionssystems 

in die menschlichen Zellen des Magens, verlagert wird (Odenbreit et al., 2000). Ver-

gleichbar mit der Wirkung anderer rezeptorvermittelter Wachstumsfaktoren (Segal et al., 

1999) induziert es dort nach Phosphorylierung Veränderungen im Wachstumsverhalten 

der Wirtszellen. Peek et al., (1999) haben beschrieben, dass CagA positive H. pylori Bak-

terien die Zellzykluskinetik kultivierter Magenepithelzellen beeinflussen, indem sie die 

Progression der Zellen von der G1-Phase in die G2/M-Phase signifikant beschleunigen 

(Peek et al., 1999). 

 

In verschiedenen Studien wurde beschrieben, dass eine Infektion mit H. pylori die Prolife-

ration der Epithelzellen des Magens steigert, was mit dem erhöhten Risiko an Magenkrebs 

zu erkranken assoziiert sein könnte (Leite et al., 2005; Hua-Xiang et al., 2001). Nardone et 

al., (1999) haben festgestellt, dass sich die Magenschleimhaut aller von ihnen untersuch-

ten Patienten, die an chronischer Gastritis litten, in einem hyperproliferativen Zustand 

befand. Dies war assoziiert zur Entzündung der Schleimhaut und betraf auch Patienten, 

die nicht mit H. pylori infiziert waren. Sie führten bei 45 von 53 H. pylori positiven Pati-

enten erfolgreich eine antibiotische Eradikation durch. Die Zellproliferation nahm parallel 

zur abnehmenden Entzündungsaktivität ab. Und auch die von ihnen untersuchten Marker 

für genomische Instabilität normalisierten sich (Nardone et al., 1999).  

 

Die Korrelation zwischen einer H. pylori positiven (oder negativen) chronischen Gastritis 

und einer gesteigerten Zellproliferation wurde bereits in früheren Studien hervorgehoben, 

vor dem Hintergrund dessen, dass ein erhöhter Zellumsatz förderlich ist, für das Auftreten 

genetischer Mutationen (Panella et al., 1996; Lynch et al., 1995; Lynch et al., 1999;  Bre-

nes et al., 1993). Schmausser et al., (2000) haben die direkte Induktion eines DNA-

Schadens durch H. pylori mit Hilfe des in vitro Mikrokerntests untersucht. Sie stellten 

nach fünftägiger Inkubation mit bakterieller Lösung fest, dass eine konzentrationsabhän-

gige Induktion von Mikrokernen stattgefunden hatte (Schmausser et al., 2000).  
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Den oben genannten Krankheitsbildern liegen heterogene Ätiologien zugrunde. Trotzdem 

verbindet alle, eine Erhöhung des Risikos an einem Tumor zu erkranken. Immunologi-

sche, ernährungsbedingte oder psychosomatische Faktoren werden bei den chronisch ent-

zündlichen Darmerkrankungen diskutiert, Viren verursachen die Hepatitis B und C, Bak-

terien die H. pylori Infektion. Als ein gemeinsamer Mechanismus, der die Entstehung von 

Krebs einleiten kann, wird eine durch diverse Stimuli gesteigerte Zellproliferation disku-

tiert (Cohen et al., 1991; Preston-Martin et al., 1990). Diese Vermutung basiert auf die 

Beobachtung, dass eine gesteigerte Zellproliferation ein erhöhtes Risiko für die Entste-

hung von Mutationen in sich birgt (Ames et al., 1993).  

 

Auf einem anderen Stimulus als dem einer chronischen Entzündung aber mit ähnlichen 

Folgen für die Zellproliferation, basiert die Korrelation zwischen erhöhten Östrogen- bzw. 

Sexualhormonkonzentrationen im Blut und dem erhöhten Risiko an Brustkrebs oder ande-

ren Karzinomen in hormonsensitive Organe zu erkranken. Wahrscheinlich steigern hohe 

Sexualhormonkonzentrationen das Brustkrebsrisiko, indem sie die mitotische Aktivität in 

den Epithelzellen der Brust erhöhen (Key, 1999). Eine Reanalyse aller bis 2002 vorlie-

genden prospektiven Studien zu dieser Fragestellung hat ergeben, dass nach Eintritt in die 

Menopause, relativ hohe Konzentrationen von Sexualhormonen im Serum mit einem dop-

pelt so hohen Risiko an Brustkrebs zu erkranken einhergehen, als relativ niedrige (Key et 

al., 2002). Für Frauen im gebärfähigen Alter sind solche Studien viel schwieriger durchzu-

führen, da die hormonelle Exposition und das Zusammenspiel zwischen den einzelnen 

Sexualhormonen sehr komplex sind (Key, 1999). Begrenzungen solcher Studien treten 

unter anderem aufgrund der Tatsache auf, dass die Östradiolkonzentration im Blutserum 

einer Frau großen Schwankungen unterliegt und es daher sehr schwierig ist, Aussagen 

über die durchschnittliche Östradiolkonzentration, sogar für ein und dieselbe Person zu 

machen. Für Frauen vor der Menopause waren Vergleiche zweier Blutproben, die im Ab-

stand von einem Jahr, ein und derselben Frau abgenommen wurden, nur schwach mitein-

ander korreliert, während sie bei postmenopausalen Frauen ungefähr übereinstimmten 

(Key, 1999). Die tägliche Sekretionsrate an Östrogenen beträgt bei einer Frau vor der Me-

nopause, je nach Zyklusphase, 25-100 µg (90 – 350 nmol), während Frauen in der Post-

menopause 5-10 µg Östrogene/Tag (17-35 nmol/Tag) produzieren (Forth et al., 1993).  
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Die vielfältigen hormonellen Einflüsse im menschlichen Organismus und die wechselsei-

tige Beeinflussung verschiedener Faktoren erschweren daher eine genaue Untersuchung in 

einem solch komplexen System. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit ein, im Ver-

gleich zum gesamten Körper, vereinfachtes System gewählt, um sich dieser Fragestellung 

zu nähern. Anhand von Zellkulturen wurde der Zusammenhang zwischen einer hormonell 

induzierten Zellproliferationssteigerung und einer erhöhten genomischen Instabilität un-

tersucht. Als Modellsystem diente die gut charakterisierte, östrogenrezeptorpositive 

Brustkrebszelllinien MCF-7. Für die notwendigen Kontrolluntersuchungen wurde die ös-

trogenrezeptornegative Brustkrebszelllinie MDA-MB231 verwendet. Auf der Zellprolife-

ration der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 basiert der „E-Screen“. Dies ist ein häufig 

benutzter Test, mit dessen Hilfe man die Fähigkeit von Substanzen überprüfen kann, eine 

hormonelle Antwort zu induzieren. Eine dosisabhängige Zellproliferationssteigerung in 

den behandelten MCF-7 Zellkulturen wird als Nachweis für die östrogene Wirkung der 

Substanzen angesehen (Soto et al., 1995; Payne et al., 2000). Zusätzlich zur Zellprolifera-

tion wurde die Induktion von chromosomalen Schäden untersucht. Als Maß für die chro-

mosomale Schädigung wurde der Mikrokerntest angewendet. Dabei wird der Einschluss 

chromosomaler Fragmente oder ganzer Chromosomen in eine eigene, vom Zellkern ge-

trennte Membran, als Endpunkt einer mikroskopischen Quantifizierung benutzt. Mithilfe 

des Mikrokerntestes können sowohl aneugen, als auch klastogen wirkende Stoffe detek-

tiert und differenziert werden, da sowohl fehlverteilte ganze Chromosomen, als auch 

Chromosomenfragmente nach der Zellteilung Mikrokerne bilden (Stopper und Müller, 

1997). Die Bildung von Mikrokernen wird als genotoxischer Endpunkt in vivo (Sato und 

Tomita, 2000) und in vitro (Stopper und Müller, 1997) angesehen. Da Mikrokerne in den 

Tochterzellen der behandelten Zellen untersucht werden, stellen sich somit tatsächlich 

vererbte genetische Schäden dar. In früheren Arbeiten wurde der Mikrokerntest bereits 

genutzt um die Genotoxizität verschiedener pflanzlicher Hormone zu untersuchen (Boos 

und Stopper, 2000). Es wurden damals allerdings hohe Hormonkonzentrationen ange-

wandt.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst eine niedrige Konzentration 17-ß-Östradiol 

(100 pM) appliziert. Dies hatte eine hormonell induzierte Steigerung der Zellproliferation 

zur Folge. Der Wachstumsfaktor (Proliferation Östradiol stimulierte/unbehandelte Zellen) 

betrug 2,95. Der daraufhin durchgeführte Mikrokerntest ergab eine um Faktor 1,68 erhöh-
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te Mikrokernzahl in der mit 17-ß-Östradiol behandelten Probe gegenüber der unbehandel-

ten Kontrolle und der Lösungsmittelkontrolle. Bei der hier angewandten Konzentration 

17-ß-Östradiols handelt es sich um eine nicht direkt chromosomenschädigend wirkende 

Konzentration (Fischer et al., 2001). 

 

Ursprünglich wurden Östrogene als epigenetisch und nicht direkt genotoxisch wirkende 

Substanzen angesehen. Man nahm an, dass dieser Effekt auf den hormonvermittelten Ein-

flüssen auf die Zellproliferation beruhte (Key, 1999; Pike et al., 1993). Später jedoch wur-

den genotoxische Effekte beschrieben. Diese können entweder durch direkte kovalente 

Bindung von Östrogenmetabolite an die DNA entstehen oder durch indirekt genotoxisch 

wirkende Mechanismen (Blackburn et al., 1974; Roy und Liehr, 1999). Es wurde jedoch 

mehrfach beschrieben, dass Östradiol erst im mikromolaren Bereich chromosomale Schä-

den induziert (Bandhun und Obe, 1985; Schuler et al., 1998; Wheeler et al., 1986). Ahmad 

et al., (2000) haben an Kulturen menschlicher Lymphozyten nachgewiesen, dass 17-ß-

Östradiol in einer Konzentration von 10 µg/ml keine chromosomalen Schäden hervorrief. 

Sie beschrieben jedoch, dass 17-ß-Östradiol in Konzentrationen von 25-50 µg/ml appli-

ziert, durchaus chromosomenschädigende Effekte hatte (Ahmad et al., 2000). Kong et al., 

(2000) testeten die mutagene Wirkung von Östradiol in physiologischen und pharmakolo-

gischen Konzentrationen in der V79 Hamster-Zellinie und stellten fest, dass Östradiol 

auch in solch niedrigen Konzentrationen direkt mutagen wirken kann (Kong et al., 2000). 

Allerdings handelte es sich bei den beschriebenen Effekten um Genmutationen und nicht 

um chromosomale Schäden. Da im Mikrokerntest jedoch nur fehlverteilte Chromosomen 

oder chromosomale Fragmente detektiert werden können, kann der von Kong et al., 

(2000) festgestellte Effekt nicht für die, in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen ver-

antwortlich sein. Zur Kontrolle wurde die östrogenrezeptornegative Zelllinie MDA-

MB231 mit der gleichen Konzentration 17-ß-Östradiol (100 pM) behandelt. Dies hatte 

weder eine Steigerung der Zellproliferation noch eine Steigerung der Mikrokernrate zur 

Folge, was die Annahme bekräftigte, dass die in der vorliegenden Arbeit applizierte Kon-

zentration Östradiol nicht direkt genotoxisch war. 

 

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde geprüft, ob es sich bei der Steigerung der Zellproli-

feration infolge hormoneller Stimulation und der korrelierten Mikrokernerhöhung in der 

östrogenrezeptorpositiven Brustkrebszelllinie MCF-7 um einen konzentrationsabhängigen 
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Effekt handelt. Dazu wurden MCF-7 Zellen mit sechs verschiedenen Konzentrationen 

Östradiol (5 pM, 25 pM, 50 pM, 200 pM, 500 pM und 1000 pM) behandelt. Eine Kon-

zentrationsabhängigkeit der Zellproliferation und der Mikrokerninduktion konnte zwi-

schen 5 und 1000 pM Östradiol beobachtet werden. Dies demonstrierte die fein aufeinan-

der abgestimmte, umgekehrte Korrelation zwischen stufenweise Zunahme der Zellprolife-

ration und Abnahme der chromosomalen Stabilität in den untersuchten MCF-7 Zellen. Um 

den genotoxischen Effekt von Östradiol auszuschließen, wurden daraufhin in parallelen 

Versuchsanordnungen MCF-7 und MDA-MB231 Zellen mit identischen Konzentrationen 

Östradiol (5 pM bis 200 pM) behandelt. Die östrogenrezeptorpositive Zelllinie MCF-7 

zeigte nach Behandlung mit  17-ß-Östradiol in Konzentrationen zwischen 5 pM und 200 

pM einen dosisabhängigen Anstieg der Zellproliferation mit Wachstumsfaktoren von 1,23 

(5 pM) bis 2,02 (200 pM), relativ zur Kontrolle. Die Mikrokernzahlen stiegen im Ver-

gleich zur Kontrolle um den Faktor 1,29 (5 pM) bis 1,54 (200 pM) an. Umso grösser der 

Proliferationszuwachs bei den MCF-7 Zellen war, desto höher war auch die festgestellte 

Mikrokernrate. Die östrogenrezeptornegative Zelllinie MDA-MB231 wies nach Behand-

lung mit 17-ß-Östradiol weder einen Anstieg der Zellproliferation noch eine Erhöhung der 

Mikrokernzahlen auf. Die Zellproliferationssteigerung und Mikrokerninduktion in der 

östrogenrezeptorpositiven, nicht aber in der östrogenrezeptornegativen Brustkrebszelllinie, 

deutete darauf hin, dass für den beobachteten Effekt der Östrogenrezeptor eine wichtige 

Rolle spielte.  

 

Um beurteilen zu können, ob die Steigerung der Mikrokernrate Östrogenrezeptor vermit-

telt ist, haben wir die MCF-7 Zellen neben 17-ß-Östradiol mit 4-Hydroxytamoxifen in 

verschiedenen Konzentrationen behandelt. Bei 4-Hydroxytamoxifen handelt es sich um 

einen spezifischen Östrogenrezeptor-Antagonisten. Durch die Bindung am Östrogenrezep-

tor kommt es zu einer kompetitiven Hemmung der hormonellen Wirkung. Die zusätzliche 

Gabe von 4-Hydroxytamoxifen (5 µM) führte zu einer deutlichen Reduktion der Prolifera-

tionsteigerung bei den MCF-7 Zellen von einem Wachstumsfaktor (Proliferation Östradiol 

stimulierte Zellen/unbehandelte Zellen) von 2,65 in der allein mit 17-ß-Östradiol (1000 

pM) behandelten Probe zu einem Wachstumsfaktor von 1,01 in der kombiniert mit 17-ß-

Östradiol (1000 pM) und 4-Hydroxytamoxifen (5 µM) behandelten Probe. Auch die Mik-

rokernrate wies reduzierte Werte auf. Die nur mit 4-Hydroxytamoxifen behandelten Zellen 

zeigten keinen Effekt. Des weiteren wurden in parallelen Versuchsanordnungen die östro-
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genrezeptorpositive MCF-7 und die östrogenrezeptornegative MDA-MB231 Zelllinien mit 

17-ß-Östradiol (1 nM) und 4-Hydroxytamoxifen (5 nM, 0,5 nM, 0,1 nM und 0,01 nM) 

kombiniert behandelt. Die MCF-7 Zellen zeigten erneut den oben beschriebenen Effekt 

der kompetitiven Hemmung am Östrogenrezeptor. Die Kontrollversuche mit der östrogen-

rezeptornegativen Zelllinie MDA-MB231 ergaben keine vermehrte Zellproliferation oder 

Mikrokerninduktion, was einen weiteren Hinweis für die Schlüsselrolle des Östrogenre-

zeptors und für einen anderen, als den bisher beschriebenen Mechanismus der Mikrokern-

induktion durch Östrogene in hormonsensitive Gewebe, erbrachte. Dagegen induzierte die 

klastogen wirkende Substanz Mitomycin C wie erwartet auch in den MDA-MB231 Zellen 

Mikrokerne. Die vorliegenden Daten unterstützen die Hypothese, dass nicht Östradiol 

selbst, sondern vielmehr die durch Östradiol vermittelte rezeptorabhängige Proliferati-

onssteigerung die Bildung der Mikrokerne induzierte.  

 

Die oben beschriebene Beobachtung wurde durch eine weitere Studie untermauert, in der 

die Ovarialtumorzelllinien BG-1 (östrogenrezeptorpositiv) und UCI (östrogenrezeptorne-

gativ) nach Stimulation mit 17-ß-Östradiol untersucht wurden. Dort wurde festgestellt, 

dass es in der östrogenrezeptorpositiven BG-1 Zelllinie, nicht aber in der östrogenrezep-

tornegativen UCI Zelllinie, zu einem Proliferationsschub und assoziiert dazu, zu einer 

Erhöhung der genomischen Instabilität kam (Stopper et al., 2003). In einer anderen Studie 

untersuchten Davis et al., (2002) die Induktion von Mikrokernen in MCF-7 Zellen nach 

gleichzeitiger Anwendung des Karzinogens Benzo[a]pyrene (B[a]P). Während einer 

Kombinationsbehandlung mit 17-ß-Östradiol kam es zu einer fünffach erhöhten Mikro-

kernrate, während die nur mit B[a]P behandelten Zellen eine dreifache Steigerung der 

Mikrokernrate aufwiesen. Sie beobachteten weiterhin, dass der Rückgang der Zellprolife-

ration nach B[a]P Behandlung durch Östrogene in die gegenteilige Richtung beeinflusst 

wurde (Davis et al., 2002). Der von Davis et al., (2002) beschriebene Effekt könnte even-

tuell auch auf einer gesteigerten Zellteilungsrate in MCF-7 Zellen nach Vorbehandlung 

mit 17-ß-Östradiol beruhen. DuMond und Roy, (2001) haben beschrieben, dass eine ver-

kürzte Zellzykluszeit (≈ 16 h) für Leydig-Zellen, welche in Medium unter Zugabe von 

Serum inkubiert wurden, zu einer Reduktion der Reparaturkapazität dieser Zellen um 40% 

führte, im Vergleich zu Leydig-Zellen welche eine längere Zellzykluszeit (≈ 25 h) infolge 

Inkubation in serumfreiem Medium hatten. Außerdem haben sie festgestellt, dass die Be-

handlung der Leydig-Zellen mit Diethylstilbestrol (DES), einer Substanz mit hormoneller 
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Aktivität, zu einer signifikanten Abnahme der Reparaturkapazität in diesen Zellen führte. 

Es handelte sich dabei um einen dosisabhängigen Effekt. DES ist dafür bekannt, dass es 

zu Störungen des Spindelapparates führt und Aneuploidie verursacht (Wheeler et al., 

1986). Ob DES direkt oder über Reduktion der Zellzykluszeit die Reparaturkapazität in 

Leydig-Zellen reduziert, ist nicht klar (DuMond und Roy, 2001 b). Es gibt jedoch Hinwei-

se darauf, dass DES das Wachstum der Leydig-Zellen stimuliert und die Verdopplungszeit 

der Zellen reduziert (DuMond und Roy, 2001 a).  

 

Eine beschleunigte Zellproliferation infolge hormoneller Stimulation hat eine erhöhte An-

zahl von Mitosen zur Folge. Da der Zeitfaktor bei der Reparatur von DNA-Schäden eine 

essenzielle Rolle spielt, könnte dies zu Ungenauigkeiten bei der Reparatur von aufgetrete-

nen DNA-Schäden führen und folglich zu einer Erhöhung der Mikrokernzahlen als Aus-

druck der gesteigerten genomischen Instabilität. Diese Annahmen werden von weiteren 

Experimenten unterstützt, welche von Stopper et al., (2003) an den vorhin erwähnten Ova-

rialtumorzelllinien BG-1 und UCI durchgeführt wurden. Dabei wurden mit Östradiol be-

handelte und unbehandelte BG-1 Zellen, im ersten Teil eines Experimentes zum gleichen 

Zeitpunkt geerntet, was eine erhöhte Rate an Mikrokernen und ein gesteigertes Zellwachs-

tum in den mit Östradiol behandelten Zellen zur Folge hatte. In einem zweiten Schritt er-

folgte die Ernte zu verschiedenen Zeitpunkten, was dazu führte, dass zwar die Zellzahlen 

identisch, die Mikrokernzahlen in den mit Östradiol behandelten Proben jedoch immer 

noch erhöht waren. Dies weist auf eine Erhöhung des genomischen Schadens hin, indem 

die Zellen mittels hormoneller Stimulation durch den Zellzyklus gedrängt werden (Stop-

per et al., 2003).   

 

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Induktion der Mikrokerne auf die Anzahl der 

Mitosen normiert. Um das zu erreichen wurden MCF-7 Zellen unter Zugabe von 2,5 

µg/ml Cythochalasin B inkubiert und mit 17-ß-Östradiol (1nM und 100 pM) behandelt. 

Cytochalasin B hemmt die Zellteilung aber nicht die Mitose. Dies führt zur Ausbildung 

mehrkerniger Zellen (Fenech, 1993). Wenn man nur die doppelkernigen Zellen auf Mik-

rokerne untersucht, wird dadurch eine Beschränkung der Mikrokernauswertung auf mito-

tisch aktive Zellen möglich. Darüber hinaus bedeutet es, dass sich alle untersuchten Zellen 

seit Substanzzugabe genau einmal geteilt haben. Im vorliegenden Experiment wurden 

3x1000 Zellen gezählt und der Anteil doppelkerniger Zellen bestimmt. Dieser war bei den 



4 Diskussion  

   62

beiden mit Östradiol behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle um ca. 10% erhöht. 

Das bedeutet, dass sich die mit Östradiol behandelten Zellen schneller teilen mussten, da 

alle Zellen zur gleichen Zeit ausgesät und geerntet wurden. Man kann davon ausgehen, 

dass die spontan auftretenden genetischen Schäden in den Kontrollproben und in den mit 

Östradiol behandelten Proben zu Beginn des Experimentes identisch waren. Zum Zeit-

punkt der Ernte jedoch war die Mikrokernrate in den mit Östradiol behandelten Zellen im 

Vergleich zur Kontrolle um den Faktor 1,4 erhöht.  

 

Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass sich der Zellteilungszyklus in Östradiol 

behandelten Zellen von dem in unbehandelten Zellen unterscheidet. Eine gesteigerte Zell-

proliferation wird von einem beschleunigten und verkürzten Zellzyklus begleitet. Die ver-

kürzte Zellzyklusdauer könnte die Genauigkeit der Zellzykluskontrollmechanismen oder 

der Reparaturmechanismen beeinträchtigen. Dies ist vergleichbar mit einer Situation, in 

der wichtige Kontrollpunkte durch chemische Substanzen beschädigt oder die DNA-

Reparaturmechanismen gehemmt sind (Fischer et al., 2001). Die Wichtigkeit der Zellzyk-

luskontrollpunkte für die Erhaltung der genomischen Stabilität und eine Korrelation zwi-

schen einer Beeinträchtigung ihrer Funktion und dem Auftreten menschlicher Tumore 

wurden immer wieder diskutiert (Elledge, 1996; Zhou und Elledge, 2000). Die Zellzyk-

luskontrollmechanismen sind nicht per se für den Ablauf des Zellzyklus essenziell, aber 

sie sind dafür zuständig, den Zellzyklus zu verlangsamen und somit Zeit zur Verfügung zu 

stellen, damit die Reparaturmechanismen eingreifen können. Erst wenn alles fehlerfrei 

oder korrigiert ist, erlauben sie dem Zellzyklus in die nächste Phase fortzuschreiten (Ny-

berg et al., 2002). Es ist bekannt, dass die Hemmung der DNA-Reparatur Mikrokerne in-

duziert (Fenech und Neville, 1992). Weiterhin wurde mehrfach berichtet, dass Östradiol 

nicht auf direktem Wege die DNA-Reparatur beeinträchtigt (Coibion et al., 1989; Epstein 

und Smith, 1988). Kong et al., (1999) haben in einer Studie die Wirkung von Östradiol auf 

DNA-Polymerase-beta, einem DNA-Reparaturgen in Nierentumoren von Hamstern unter-

sucht. Sie demonstrierten, dass in der gesamten DNA-Region, die für das Reparaturgen 

kodierte, keine Mutationen festzustellen waren, was darauf hinweist, dass nicht Mutatio-

nen im Reparaturgen für die Induktion von Nierentumoren in Hamstern durch Östradiol 

zuständig sind, sondern ein anderer Mechanismus dafür verantwortlich ist (Kong et al., 

1999). Es wird diskutiert, dass für viele Erkrankungen des Menschen, bei denen eine Ü-

berempfindlichkeit gegenüber DNA-schädigenden Faktoren vorliegt, nicht direkt Defekte 
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der DNA-Reparatursysteme verantwortlich sind, sondern eine gestörte zelluläre Reaktion 

auf DNA-Schäden (Strachan und Read, 2005).   

 

Kiefer und Wiebel, (1998) haben darauf hingewiesen, dass die Bildung von Mikrokernen 

in der V79 Hamster Zelllinie in Anwesenheit von Koffein signifikant zunahm (Kiefer und 

Wiebel, 1998). Ähnlich, wie Davis et al., (2000), die festgestellt hatten, dass 17-ß-

Östradiol, die Potenz des Karzinogens B[a]P in MCF-7 Zellen Mikrokerne zu induzieren 

um ein Vielfaches erhöhte (Davis et al., 2002), beschrieben auch Kiefer und Wiebel, 

(1998), dass die Potenz verschiedener Karzinogene, darunter auch B[a]P, Mikrokerne zu 

induzieren, unter Zugabe von Koffein deutlich erhöht war (Kiefer und Wiebel, 1998). Es 

scheint so zu sein, dass Koffein und 17-ß-Östradiol, die Effekte mutagener Substanzen 

über einen ähnlichen Mechanismus potenzierten und dass sie sogar, wenn sie zur gleichen 

Zeit an Lymphozyten angewendet werden, miteinander konkurrieren (Cocchi et al., 2005). 

In Experimenten an Lymphozyten stellten Pincheira et al., (2001) fest, dass Koffein die 

G2-Phase verkürzte und die chromosomalen Schäden siebenfach erhöhte (Pincheira et al., 

2001). Zhou et al., (2000) demonstrierten, dass Koffein den G2/M Zellzykluskontroll-

punkt aufheben kann (Zhou et al., 2000).  

 

Patienten, die an Ataxia teleangiectasia leiden, haben ein erhöhtes Tumorrisiko. Sie haben 

eine Mutation im AT-Gen, welche zur Inaktivität der ATM Kinase und infolge einer ver-

minderten Reparaturkapazität, zu erhöhten chromosomalen Aberrationen führt. Koffein ist 

ein Inhibitor der ATM (ataxia teleangiectasia mutated) Kinase. ATM Kinase aktiviert 

DNA-Reparaturprozesse und verlängert die G2-Phase des Zellzyklus. Pincheira et al., 

(2001) stellten jedoch überraschenderweise fest, dass Koffein in Lymphozyten von Patien-

ten mit Ataxia teleangiectasia, die G2-Phase nicht wie erwartet noch mehr verkürzte, son-

dern im Gegenteil verlängerte. Sie vermuteten daraufhin, dass es zwei verschiedene ATM 

Kinase vermittelte G2-Kontrollmechanismen geben könnte: einen für die DNA-Reparatur 

und einen für die G2-Zellzyklusverzögerung zuständigen Weg. Während bei den Kontroll-

lymphozyten beide Wege durch die koffeinsensitive ATM Kinase vermittelt sein könnten, 

könnten bei den AT-Zellen, in Abwesenheit einer funktionierenden ATM Kinase, die kof-

feinempfindliche ATR Kinase für den DNA-Reparaturweg und die koffeinunempfindliche 

DNA-PK Kinase für den G2-Verzögerungspunkt zuständig sein (Pincheira et al., 2001). 

Dieses Beispiel vermag ansatzweise zu verdeutlichen, wie komplex und vielseitig die 
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DNA-Kontroll- und Reparaturmechanismen sind und wie wichtig sie für die Aufrechter-

haltung eines Gleichgewichtes zwischen Zellteilung, Reparaturvorgängen und Vererbung 

eines fehlerfreien Genoms sind.  

 

Zellzykluskontrollpunkte sind auch zuständig für das richtige Timing innerhalb des Zell-

zyklus und sorgen dafür, dass die Zelle die einzelnen Zellzyklusphasen nicht verlässt, be-

vor sichergestellt werden kann, dass die DNA fehlerfrei repliziert oder auf die einzelnen 

Chromosomen einwandfrei verteilt wurde. Stopper et al., (2003) haben in Experimenten 

an den Ovarialtumorzelllinien BG-1 und UCI auch untersucht, ob sich die Beschleunigung 

des Zellzyklus nach hormoneller Stimulation in der Verteilung der Zellen innerhalb ver-

schiedener Zellzyklusphasen widerspiegelt. Dazu haben sie die FACS-Analyse ange-

wandt. Diese ergab einen erhöhten Anteil von Zellen in der S-Phase, einen erniedrigten in 

der G2/M-Phase und nur geringe Unterschiede für die G1/G0-Phase (Stopper et al., 2003). 

Schwartz et al., (1996) haben eine umgekehrte Korrelation zwischen der Länge der G2-

Phasenverzögerung nach Bestrahlung und der Frequenz der induzierten chromosomalen 

Deletionen in 10 menschlichen Tumorzelllinien gezeigt (Schwartz et al., 1996). Die Be-

deutung der G2-Phasenverzögerung wurde auch von O`Reilly et al., (2003) hervorgeho-

ben. Sie untersuchten das Verhalten der MLE15 Zelllinie nach Hypoxie, von der bekannt 

ist, dass sie DNA-Schäden hervorruft und Zellen vernichtet. Hypoxie führte zu einer deut-

lichen G2-Phasenverzögerung und verschaffte so den Zellen Zeit um den aufgetretenen 

Schaden zu reparieren. Zusätzliche Behandlung mit Koffein führte zu einem geringeren 

Anteil in der G2-Phase befindlicher Zellen und steigerte deren Anteil in G1-Phase. Eine 

totale Hemmung des G2-Kontrollpunktes führte zu einem erhöhten Anteil an geschädigten 

und toten Zellen (O`Reilly et al., 2003).  

 

In einer aktuellen Studie untersuchten Cocchi et al., (2005) die Effekte von Koffein an 

Lymphozyten, welche mit Mitomycin C (MMC) behandelt wurden. Die vorausgegangene 

Blutentnahme erfolgte bei Frauen mit einem regelmäßigen Menstruationszyklus zu ver-

schiedenen Zeiten desselben. Sie stellten fest, dass die in der ovulatorischen Periode und 

in der Luteal-Phase entnommenen und mit MMC behandelten Lymphozyten mehr chro-

mosomale Schäden aufwiesen, als Lymphozyten, die in der Menstruationsphase entnom-

men wurden, in der die Progesteronkonzentrationen hoch waren. Nach zusätzlicher Be-

handlung mit Koffein, welches bekannterweise den G2/M-Kontrollpunkt inhibiert, zeigten 
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die in der Progesteron-Phase entnommenen Lymphozyten einen starken Anstieg der 

chromosomalen Schäden, während die in der Luteal- und der ovulatorischen Phase ge-

wonnenen Lymphozyten nur eine geringe Steigerung der chromosomalen Schäden auf-

wiesen. Dass MMC in Kombination mit Koffein in Lymphozyten, die zu verschiedenen 

Zeiten des Menstruationszyklus entnommen wurden, unterschiedliche Effekte zur Folge 

hatten, könnte dadurch erklärt werden, dass die endogenen Hormone, ähnlich wie Koffein, 

das Anhalten der Mitose nach aufgetretenem DNA-Schaden stören (Cocchi et al., 2005).  

 

Bisher wurden vor allem die kombinierten oder einzelnen Effekte von Koffein und 17-ß-

Östradiol auf Zellzykluskontrollpunkte, unter gleichzeitiger Behandlung mit bekannten 

Karzinogenen untersucht (Cocchi et al., 2005; Davis et al., 2002). Die Reproduktionshor-

mone im Blutkreislauf einer Frau wurden als natürliche Tumorpromotoren angesehen. In 

der hier vorliegenden Arbeit wurde 17-ß-Östradiol in physiologischen Konzentrationen, 

welche nachweislich nicht direkt genotoxisch wirken, angewandt. Es konnte eine Erhö-

hung der genetischen Instabilität nach Behandlung mit 17-ß-Östradiol ohne vorherige 

Anwendung eines Initiators oder einer direkt mutagen wirkenden Substanz demonstriert 

werden. Das könnte bedeuten, dass die Erhöhung der Zellproliferation per se, nach Stimu-

lation der Zellen mit 17-ß-Östradiol, karzinogen wirkt. Allerdings ist das noch hypothe-

tisch. Zu berücksichtigen gilt auch, dass die hier vorliegenden Versuche mit einer Tumor-

zelllinie durchgeführt wurden, die im Vergleich zu Primärzellen veränderte Eigenschaften 

aufweist. Womöglich handelt es sich bei den Tumorzelllinien um „initiierte" Zellen im 

weiteren Sinne, da bereits genetische Mutationen stattgefunden haben müssen, die sie da-

zu befähigen, sich in Zellkultur unbegrenzt zu teilen, im Gegensatz zu den Primärzellen 

im Organismus, die sich nur eine begrenzte Anzahl von Zellzyklen (ca. 50x) teilen können 

(Hayflick und Moorhead, 1961). 

  

Eine von Yoon et al., (2002) veröffentlichte Studie zur chromosomalen Instabilität von 

neun Brustkrebszelllinien, plus der nicht aus Tumorgewebe stammenden Zelllinie 

MCF10A und Epithelzellen aus normalem Brustgewebe, ergab eine deutlich erhöhte 

chromosomale Instabilität in sieben von neun untersuchten Brustkrebszelllinien, darunter 

auch in MCF-7 Zellen. Dagegen wiesen die restlichen Brustkrebszelllinien, darunter auch 

MDA-MB231 eine mäßige chromosomale Instabilität auf, die jedoch im Vergleich zur 

MCF10A Zelllinie und den normalen Brustepithelzellen immer noch erhöht war. Es wurde 
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gezeigt, dass alle Zelllinien mit hoher chromosomaler Instabilität einen defekten Spindel-

kontrollpunkt aufwiesen, während die Zellen mit geringer chromosomaler Instabilität in 

der G2-Phase anhielten, um den durch Nocodazole induzierten Spindelschaden zu behe-

ben (Yoon et al., 2002).  

 

Es stellt sich die Frage, ob die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte durch ei-

nen Defekt im Spindelkontrollpunkt der MCF-7 Zellen zu erklären wären. Die Tatsache, 

dass in den MCF-7 Zellen und nicht in den MDA-MB231 Zellen die Mikrokernrate nach 

einer Behandlung mit 17-ß-Östradiol erhöht war, könnte eventuell auch auf einer Schwä-

che der MCF-7 Zellen basieren, bei einer Chromosomenfehlverteilung am Spindelkon-

trollpunkt anzuhalten. Jedoch spricht die Konzentrationsabhängigkeit der Mikrokernstei-

gerung in den MCF-7 Zellen, wie auch die Tatsache, dass der Östrogenrezeptorantagonist 

4-Hydroxytamoxifen in den MCF-7 Zellen sowohl das Zellwachstum, als auch die Mikro-

kernzahlen  reduzierte, eher für einen dynamischen, aufeinander fein abgestimmten Me-

chanismus der Mikrokerninduktion, nach hormoneller Stimulation der MCF-7 Zellen. 

Vielleicht könnten weitere Untersuchungen an MCF-7 Zellen, wie z.B. die von Stopper et 

al., (2003) an Mikrokernen der BG-1 Zelllinie durchgeführte Kinetochoranalyse, zur Klä-

rung beitragen. Dort konnte festgestellt werden, dass die Bildung von Mikrokernen, in den 

mit 100 pM 17-ß-Östradiol behandelten BG-1 Zellen, auf einen von Störungen des Spin-

delapparates unabhängigen Mechanismus basiert (Stopper et al., 2003).  

 

Es bleibt Aufgabe weiterer Studien festzustellen, ob der hier beschriebene Effekt der Er-

höhung der genomischen Instabilität aufgrund einer gesteigerten Proliferationsrate per se 

auftritt und ob es sich dabei um einen auch in anderen, nicht hormonabhängigen Zellen 

und Organen gültigen Mechanismus handelt. 
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5 Zusammenfassung 
 

Tumore in hormonsensitiven Geweben gehören zu den häufigsten bösartigen Erkrankun-

gen. Östradiol kann als endogenes Hormon zur Entstehung von malignen Entartungen in 

menschlichen und tierischen Geweben beitragen. Die karzinogene Aktivität von Östradiol 

wurde bereits in mehreren Studien nachgewiesen und scheint das Ergebnis einer Kombi-

nation von hormonellen und genotoxischen Mechanismen zu sein (Roy und Liehr, 1999). 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte ein weiterer, bisher nicht untersuchter Mechanismus der 

Induktion chromosomaler Schäden durch Östradiol festgestellt werden. Die hier verwen-

deten Konzentrationen von Östradiol befanden sich weit unterhalb der direkt Chromoso-

men schädigenden Substanzmenge und führten in der östrogenrezeptorpositiven Zelllinie 

zu einer konzentrationsabhängigen Stimulation der Proliferation. Die parallel dazu gemes-

sene Anzahl der Mikrokerne als Maß für die chromosomale Schädigung war in den ange-

regten Zellen ebenfalls erhöht und wies eine deutliche Konzentrationsabhängigkeit auf. In 

der östrogenrezeptornegativen Zelllinie konnte weder eine gesteigerte Zellproliferation, 

noch eine vermehrte Mikrokerninduktion nachgewiesen werden. Der Östrogenrezeptor 

scheint daher in der proliferationsstimulierenden Funktion von Östradiol eine Schlüssel-

rolle zu spielen. 

 

Die Vermutung ist, dass die Zellen durch den Proliferationsdruck den Zellteilungszyklus 

schneller durchlaufen und infolgedessen vermehrt Fehler im Replikationsablauf entstehen 

können. Zudem könnten wichtige Reparaturmechanismen oder Zellzykluskontrollpunkte 

nicht mehr adäquat agieren.  

 

Dieser Arbeit folgende Experimente konnten diese Ergebnisse in einem weiteren hormon-

sensitiven Zellsystem bekräftigen. Diesmal wurde die Induktion von Zellproliferation und 

Mikrokernen in menschlichen Ovarialzellen, nach Behandlung mit Östrogenen untersucht 

(Stopper et al., 2003). Die dort erzielten Ergebnisse bekräftigten die hier verfolgte Hypo-

these, dass gesteigerte Genominstabilität durch eine Steigerung der Zellproliferationsrate 

nach hormoneller Stimulation verursacht werden kann (Fischer et al., 2001).
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7 Anhang 
 

Tabelle 1:  
MCF-7 mit 100 pM Östradiol 
       

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in pM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 

 
Standard-
abweichung
 

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1 1,95 
K2 

0 
1,59 

1,78 0,186 1 32 5 

Lk1 1,80 
Lk2 

< 0,1% EtOH 
2,03 

1,92 0,109 1,08 23 6 

1 E1 5,10 
1 E2 

Estradiol 100 pM 
5,38 

5,24 0,142 2,95 54 6 

 
Tabelle 2:  
MDA-MB231 mit 100 pM Östradiol  
        
        

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in pM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1 0 3,77 3,81 0,04 1,00 19 1 
K2  3,84      
Lk1 <0,1% EtOH 3,72 3,65 0,07 0,96 20 1 
Lk2  3,58      
1 E1 Estradiol 100 pM 3,49 3,63 0,15 0,95 25 5 
1 E2  3,78      
 
Tabelle 3:  
MCF-7 mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in pM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1  1,97      
K2 0 1,92 1,92 0,049 1 23 3,52 
K3  1,87      
Lk1  2,30      
Lk2 <0,1% EtOH 2,13 2,15 0,144 1,12 23 4,23 
Lk3  2,01      
2 E1  5,24      
2 E2 E 1000pM 5,61 5,24 0,369 2,73 42 6,94 
2 E3  4,87      
3 E1  4,19      
3 E2 E 500pM 4,26 4,33 0,173 2,26 40 5,42 
3 E3  4,52      
4 E1  4,16      
4 E2 E 200pM 4,63 4,39 0,236 2,29 37 3,39 
4 E3  4,39      
5 E1  3,92      
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5 E2 E 50pM 4,14 4,00 0,122 2,09 33 7,96 
5 E3  3,95      
6 E1  3,58      
6 E2 E 25pM 3,10 3,38 0,249 1,76 26 4,13 
6 E3  3,46      
7 E1  2,88      
7 E2 E 5pM 2,35 2,72 0,328 1,42 22 6,16 
7 E3  2,95      

 

Tabelle 4:  
Wiederholungsexperiment MCF-7 mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in pM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1  1,96      
K2 0 2,05 1,93 0,14 1 24 1,0 
K3  1,77      
Lk1  1,97      
Lk2 <0,1% EtOH 2,08 1,93 0,18 1 25 2,6 
Lk3  1,73      
1 E1  4,03      
1 E2 E 200pM 3,87 3,90 0,13 2,02 37 8,8 
1 E3  3,78      
2 E1  3,70      
2 E2 E 50pM 3,27 3,53 0,23 1,83 38 7,5 
2 E3  3,62      
3 E1  2,97      
3 E2 E 25pM 2,97 2,90 0,13 1,5 39 5,1 
3 E3  2,75      
4 E1  2,33      
4 E2 E 5pM 2,62 2,37 0,23 1,23 31 3,3 
4 E3  2,17      
MMC1  1,21      
MMC2 MMC 10µg/ml 1,31 1,25 0,06 0,65 112 13,5 
MMC3  1,21      

 

Tabelle 5:  
MDA-MB231 mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in pM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1  2,06      
K2 0 2,21 2,12 0,09 1 25 4,75 
K3  2,09      
Lk1  2,02      
Lk2 <0,1% EtOH 2,03 2,08 0,10 0,98 22 3,97 
Lk3  2,20      
1 E1  2,04      
1 E2 E 200pM 2,02 2,04 0,02 0,96 25 6,66 
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1 E3  2,07      
2 E1  1,94      
2 E2 E 50pM 2,02 1,98 0,04 0,93 24 4,29 
2 E3  1,98      
3 E1  2,05      
3 E2 E 25pM 2,10 2,13 0,11 1 22 3,74 
3 E3  2,26      
4 E1  2,06      
4 E2 E 5pM 2,14 2,04 0,04 0,99 23 8,91 
4 E3  2,09      
MMC1  1,41      
MMC2 MMC 10µg/ml 1,45 1,43 0,02 0,67 73 9,15 
MMC3  1,49      
 
Tabelle 6:  
MCF-7 mit Cyt B und verschiedenen Konzentrationen Östradiol 

Bezeich-
nung 

Konzentration 
in pM 

%DK 
Zellen 

MW-
%DK 

Standard-
abweichung

MK/ 
DK 
(SMK) 

MW 
MK/DK 

Standard- 
abweichung 

K1  69   38   
K2 0 63,4 66,3 3,75 41,5 38,7 5,31 
K3  66,4   36,5   
Lk1  65,4   46,5   
Lk2 <0,1% EtOH 58,4 61,6 4,01 46 43,1 8,74 
Lk3  60,9   37   
1E1  74,4   55,5   
1E2 1000 pM 73 73,5 1,73 54,5 55,7 3,04 
1E3  73   57   
2E1  74,5   45   
2E2 100 pM 72,4 72,7 2,2 62 53,5 6,99 
2E3  71,2   53,5   
 
Tabelle 7:  
MCF-7 mit verschiedenen Konzentrationen Östradiol und Tamoxifen 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in pM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung 

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1 0 1896 1,90 0,01 1 21 1 
K2  1905      
Lk1 <0,1% EtOH 1898 1,81 0,09 0,95 27 3 
Lk2  1712      
1 E1 E 1000 pM 5256 5,03 0,22 2,65 44 3 
1 E2  4812      
2 E1 E 100 pM 4328 4,52 0,19 2,38 40 9 
2 E2  4702      
T1 T 5 µM 1420 1,35 0,07 0,71 30 1 
T2  1273      
1ET1 E 1000 pM + T 5 µM 1746 1,92 0,18 1,01 33 1 
1ET2  2098      
2ET1 E 100 pM + T 5 µM 1620 1,54 0,08 0,81 37 2 
2ET2  1453      
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Tabelle 8:  
Wiederholungsexperiment MCF-7 mit verschiedenen Konzentrationen  
Östradiol und Tamoxifen 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in nM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard- 
abweichung 

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1 1,14 
K2 1,11 
K3 1,06 
Lk1 

0 

1,29 

1,11 0,04 1 34 6,7 

Lk2 1,1 
Lk3 1,13 
1 E1 

<0,1% EtOH 
3,12 

1,19 0,09 1,07 30 3,4 

1 E2 3,21 
1 E3 3,17 
2 E1 

E 1 nM 
2,42 

3,17 0,17 2,86 54 7,3 

2 E2 2,17 
2 E3 2,4 
1OT1 

E 0,1nM 
1,14 

2,36 0,13 2,13 53 9,1 

1OT2 1,1 
1OT3 1,08 
2OT1 

T 10 nM 
1,13 

1,12 0,03 1,01 45 8,3 

2OT2 1,23 
2OT3 1,45 
1E1OT1 

T 1 nM 
1,8 

1,29 0,15 1,16 37 9 

1E1OT2 1,82 
1E1OT3 1,8 
1E2OT1 

E 1 nM+ T 10 nM 
1,95 

1,81 0,01 1,63 41 7,9 

1E2OT2 1,83 
1E2OT3 

E 1 nM+ T 1 nM 
2,19 

1,99 0,18 1,79 37 7,8 

MMC1 0,37 
MMC2 

MMC 60 µg/ml 
0,4 

0,43 0,16 0,39 99 11,5 

 
Tabelle 9:  
Wiederholungsexperiment MCF-7 mit verschiedenen Konzentrationen  
Östradiol und Tamoxifen 

Bezeich- 
nung 

 
Konzentration  
 

Zellzahl Mittelwert  
Zellzahl 

Standard-
abweichung 

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

K1 2,10      
K2 2,31 2,04 0,31 1 24 1,2 
K3 

0 
1,70      

Lk1 1,98      
Lk2 2,35 2,18 0,192 1,07 21 4,4 
Lk3 

<0,1% EtOH 
2,23      

1 E1 5,68      
1 E2 5,39 5,99 0,476 2,94 45 1,7 
1 E3 

E 1000 pM 
6,90      

1T1 2,10      
1T2 2,16 2,11 0,04 1,04 31 3,8 
1T3 

T 1 µM 
2,08      
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2T1 3,45      
2T2 3,36 3,22 0,318 1,58 26 4 
2T3 

T 100 nM 
2,86      

3T1 2,27      
3T2 3,10 2,48 0,554 1,22 28 3 
3T3 

T 10 nM 
2,08      

2 E1 4,18      
2 E2 3,84 4,14 0,334 2,03 45 1 
2 E3 

E 200 pM 
4,39      

1E2T1 1,91      
2E2T1 2,41 2,10 0,276 1,03 37 4,4 
3E2T1 

E 200 pM+T 1 µM 
1,97      

1E2T2 2,98      
2E2T2 3,33 3,16 0,172 1,55 33 3 
3E2T2 

E 200 pM +T 100 nM 
3,19      

1E2T3 3,29      
2E2T3 3,78 3,42 0,31 1,68 35 4 
3E2T3 

E 200pM +T 10 nM 
3,21      

MMC1 0,51      
MMC2 0,76 0,66 0,134 0,32 80 4,5 
MMC3 

10 µg/ml 
0,71      

 
Tabelle 10:  
Parallelexperiment MCF-7 mit Östradiol und Tamoxifen 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in nM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung 

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

Ko 0 2,55   1,00 23 2,31 
Lko 0,1EtOH 2,58   1,01 19 2,65 
1E E1nM 6,41   2,51 41 2 
1T T 5nM 2,41   0,95 26 2,52 
2T T 0,5nM 2,53   0,99 21 1,15 
3T T 0,1nM 2,73   1,07   
4T T 0,01nM 2,70   1,06   
E1T E 1nM+ T 5nM 4,61   1,81 32 3,05 
E2T E 1nM+ T 0,5nM 4,92   1,93 20 3,51 
E3T E 1nM+ T 0,1nM 5,38   2,11   
E4T E 1nM+ T 0,01nM 5,76   2,26   
MMC MMC 10 µl/ml 2,73   0,84 37 2,65 
 
Tabelle 11:  
Parallelexperiment MDA-MB231 mit Östradiol und Tamoxifen 

Bezeich- 
nung 

Konzentration  
in nM Zellzahl Mittelwert  

Zellzahl 
Standard-
abweichung 

Wachst.-
fakt. 

Mikro- 
kern- 
zahl 

Standard- 
abweichung 

Ko 0 2,23   1,00 21 3,16 
Lko 0,1EtOH 2,20   0,99 23 2,55 
1E E 1nM 2,41   1,08 20 2,05 
1T T 5nM 2,04   0,91 28 3,5 
2T T 0,5nM 2,14   0,96 19 1,53 
3T T 0,1nM 2,31   1,04   
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4T T 0,01nM 2,56   1,15   
E1T E1 nM + T 5 nM 2,06   0,92 23 2,86 
E2T E1 nM + T 0,5 nM 2,26   1,01 22 3,21 
E3T E1nM + T 0,1 nM 2,48   1,11   
E4T E1nM + T 0,01 nM 2,35   1,05   
MMC MMC10 µl/ml 1,90   0,85 38 4,04 
 
Hinweis: Bei den kursiv hervorgehobenen Experimenten wurde die Mikrokernzahl nicht 
ermittelt. 
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