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1 Einleitung  

1.1 Endokrin wirksame Umweltchemikalien (Xenoestrogene) 

Bei Menschen und Tieren sind endokrine Signalwege wesentlich an der Entwicklung, Repro-

duktion, Wachstum und Reife, Produktion, Verbrauch und Erhalt von Energie, Elektrolyt-

Homeostase und Verhalten beteiligt. Störungen bzw. Disruption dieser balancierten Abläufe 

verursachen Veränderungen im physiologischen Status eines Organismus, vor allem während 

sensibler Entwicklungsphasen.  

Endokrin wirksame Chemikalien, auch „endocrine disrupting chemicals (EDCs)“ genannt 

(Colborn, 1993) und im weiteren Text als Xenoestrogene bezeichnet, können mit der Produk-

tion, Freisetzung, dem Transport und Abbau, Bindung an Rezeptoren und Wirkung von natür-

lichen Hormonen lebender Organismen interferieren (Degen and Bolt, 2000; Schlumpf et al., 

2004). Dabei können sie sowohl wie körpereigene Hormone (agonistisch), als auch die Hor-

monwirkung herabsetzend (antagonistisch) wirken. Eine Vielzahl von Xenoestrogenen exis-

tiert in unserer Umwelt, von denen innerhalb der EU mehr als 100.000 registriert sind. Orga-

nismen sind somit einer ganzen Reihe von Chemikalien ausgesetzt, welche eventuell auf vie-

len verschiedenen Wegen miteinander agieren (Arnold, 1997; Soto et al., 1994). 

Bei Xenoestrogenen handelt es sich um Verbindungen einer sehr heterogenen Stoffklasse von 

sowohl anthropogener als auch natürlicher Herkunft (Abb. 1.1.1). Bekannt wurden vor allem 

Chemikalien, die ähnlich dem 17ß-Estradiol wirken und deshalb auch als Xenoestrogene be-

zeichnet wurden. Zu den Xenoestrogenen gehören Stoffklassen wie: Industriechemikalien 

(z.B. „Dioxine“, Non-Dioxin-ähnliche PCBs und Phtalate), Pestizide (z.B. Lindan, ß-

Hexachlorcyclohexan [ß-HCH] und 1,1,1-Trichlor-2,2-bis(4-chlophenyl)-ethan [DDT]), deren 

Metabolite (wie 1,1-Bis-(4-chlorophenyl)-2,2-dichlorethylen [p,p´DDE]), Arzneimittel (z.B. 

synth. Estrogene in Kontrazeptiva), verschiedene Zusätze in Kosmetika (z.B. UV-

Schutzfilter), Metalloestrogene sowie Mykoestrogene (Zearalenon) und Phytoestrogene (wie 

Coumestane (Coumestrol) und Isoflavone (Genistein)). „Dioxine“ stellen hierbei einen Sam-

melbegriff für polychlorierte Dibenzo-p-dioxine (PCDD), Dibenzofurane (F) und Dioxin-

ähnliche polychlorierte Biphenyle (PCBs) dar. Diese Stoffe sind ubiquitär verbreitet und in 

der Lage weit reichende Effekte hervorzurufen (Colborn, 1993; McLachlan, 2001b; Nau, 

2006; Propper, 2005), auf welche später genauer eingegangen wird. 

Bei den meisten Xenoestrogenen herrscht Unklarheit über entsprechende Dosis-

Wirksamkeiten. So können hohe Dosen manche Effekte, welche bei geringen Xenoestrogen-

Konzentrationen auftreten, ausschalten und umgekehrt (Jacobs, 2001). Kritisch ist auch das 

Auftreten bzw. Fehlen von „low dose effects“ trotz Anwendung gleicher Chemikalien und 



 Einleitung 

2 

Modellsysteme zu beurteilen (NIH, 2001). Dementsprechend reicht das abzuschätzende Ge-

sundheitsrisiko, welches von einer Xenoestrogen-Exposition ausgeht, von „katastrophal“ über 

„nicht erwiesen“ bis hin zu „unbedeutend“. 

Abb. 1.1.1: Art und Vorkommen von Xenoestrogenen. Vielfältiges Vorkommen von Xenoestroge-
nen in unserer Umwelt, wobei der anthropogene Anteil den natürlichen überwiegt. Viele dieser Stoffe 
sind auch in Arzneimitteln, Kosmetika und Tabakrauch oder auch als Phytoestrogene zusammenge-
fasst in Pflanzen und einigen Pilzarten enthalten. As: Arsen, Co: Kobalt, Cd: Kadmium, DDT: Dichlo-
rodiphenyltrichloroethan, Hg: Quecksilber, Ni: Nickel, PCB: Polychlorierte Biphenyle. 
 

Durch die Lipophilität vieler Xenoestrogene werden diese innerhalb der Nahrungskette ange-

reichert und meist lebenslang in adipösen Geweben im Körper vieler Organismen gespeichert 

(Needham et al., 2005). Durch diesen lipophilen Charakter und der damit verbundenen biolo-

gischen Beständigkeit vieler Xenoestrogene, besitzen sie zusammen mit einer aktiven Aus-

breitungsdynamik durch z.B. Wind und Meeresströmungen eine hohe Persistenz im Stoff-

kreislauf von Umwelt und Organismen (Abb. 1.1.2) (Böhlmann, 1991). Dabei finden sich z.B. 

PCBs in niederchlorierter Form vorwiegend in der Dampfphase. Mit zunehmender Chlorie-

rung kommt es vermehrt zur Partikelbindung, wodurch sie über die Luft verbreitet werden 

können. Durch nasse oder auch trockene Deposition gelangen sie schließlich in Gewässer, 

Pflanzen und Böden. Da Oberflächengewässer den größten Anteil der Erde bilden, sind aqua-

tische (marine und limnische) Ökosysteme und die darin lebenden Organismen durch Xeno-

estrogene besonders betroffen (Bucheli and Fent, 1995; Goksøyr, 1995; Payne and Penrose, 

1975). Vor allem aber bei in der Nahrungskette weit oben stehenden Räubern wie Zahnwalen, 

Robben und Eisbären, zeigen Untersuchungen hohe Bioakkumulationen von Xenoestrogenen 

in den meist dick ausgebildeten Fettschichten. In einem bereits 1997 veröffentlichten Report 

wird von einem polwärtsgerichteten Transport dieser persistenten Stoffe durch atmosphäri-
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sche Prozesse sowie von deren Effekten berichtet (AMAP, 1997; Macdonal et al., 2000). 

Dadurch kommt es zusätzlich zur bereits bestehenden Belastungssituation der Organismen, 

verstärkt zur Akkumulation dieser Stoffe in den sensiblen Polarregionen. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1.2: Kreislauf von Xenoestrogenen und deren Bioakkumulation. Weltweite Verbreitung 
der ubiquitär vorkommenden Xenoestrogene, hierbei verteilen sich Xenoestrogene hauptsächlich über 
atmosphärische Deposition, gelangen in den Boden, Pflanzen, das Meerwasser und dessen Bewohner. 
Der Mensch nimmt Xenoestrogene vor allem über belastete Lebensmittel (z.B. Fisch) auf, wodurch sie 
im Körper v. a. im Fettgewebe , Leber, Blut und der Gebärmutterschleimhaut angereichert werden 
können; Angegebene Zahlen sind Beispiele für die Belastung von Organismen mit gesamtPCBs (Ge-
halt in mg/l bzw. mg/kg Fett); modifizierte Darstellung nach Böhlmann et al., 1991.  
 

Der Mensch kommt hauptsächlich über die Nahrungskette mit diesen Verbindungen in Kon-

takt. Vor allem Kinder sind nicht nur intrauterin während sensibelster Entwicklungsphasen 

durch die mütterliche Körperbelastung sondern auch nach der Geburt über die Muttermilch 

Xenoestrogenen gegenüber exponiert. Nach oraler Aufnahme werden Xenoestrogene in Ab-

hängigkeit von der Chloratomanzahl vom Organismus nur langsam metabolisiert. Xenoestro-

gene und deren Metaboliten gelangen vor allem in die Leber, wo sie in Hepatocyten durch 

Detoxifikationsschritte des Fremdstoffmetabolismus zuerst oxidiert (Phase I), dann konjugiert 

(Phase II) und schließlich ausgeschieden werden können (Abb. 1.1.3). Während dieser Deto-

xifikationsschritte (z.B. Glukuronidierung) wird die Lipophilie dieser Substanzen meist so 

weit herabgesetzt, dass sie wasserlöslich werden, wobei größere Moleküle über die Gallen-

Darm-Passage bzw. kleinere via Niere ausgeschieden und nicht rückresorbiert werden.  
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Abb. 1.1.3: Prinzip der Biotransformation bei Benzol. 

In zahlreichen humanen Geweben und Körperflüssigkeiten wie Leber, Blut und - wie Unter-

suchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen konnten - auch in der Gebärmutterschleimhaut (En-

dometrium), zeigen sich Anreicherungen von verschiedenen Xenoestrogenen (Seliger et al., 

1995). Gegenwärtige Belastungsrisiken für den Menschen stellen vor allem die Aufnahme 

solcher Stoffe über die Nahrung, Atmung und Haut dar. Da die Zufuhr von Xenoestrogenen 

größer ist als deren Abbau und Ausscheidung durch den Körper realisiert werden kann, steigt 

die Belastung des Körpers mit zunehmendem Lebensalter. 

 

1.1.1 Polychlorierte Biphenyle (PCB)  

PCB gehören zu den halogenierten aromati-

schen Kohlenwasserstoffen mit der allge-

meinen Summenformel C12H10-nCLn. Sie 

repräsentieren eine Stoffklasse mit insgesamt 

209 Einzelverbindungen (Kongenere), wel-

che alle eine gemeinsame Grundstruktur, den 

mehr oder weniger chlorierten Biphenylring 

(Abb. 1.1.1 A) besitzen. Die einzelnen Kon-

genere unterscheiden sich in der Anzahl 

bzw. Position der Chloratome und der räum-

lichen Stellung der beiden Phenylringe zuei-

nander. Gemeinsam führen diese Unter-

schiede zu den jeweiligen physikalischen, 

chemischen bzw. toxikologischen Eigen-

schaften (biologische Aktivität) der Konge-

nere. Durch Einführung einer fortlaufenden 

Nummerierung der Einzelnen Kongenere nach Anzahl und Position der Chloratome, konnte 

die bestehende Nomenklatur der PCBs stark vereinfacht werden (IUPAC-Nomenklatur; (Ball-

schmiter and Zell, 1980). Insgesamt können am Biphenylgerüst bis zu 10 Chloratome angela-

gert sein, wodurch der Chlorgehalt von 18-75% variieren kann.  
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Tierexperimentelle Untersuchungen mit einzelnen Kongeneren haben gezeigt, das eine Unter-

teilung der Kongenere nach der Häufigkeit des Auftretens einer ortho-Substitution toxikolo-

gisch sinnvoll ist. So bezeichnet man nicht-ortho-substituierte PCBs durch ihre Fähigkeit an 

den Arylhydrokarbonrezeptor (AhR) zu binden auch als „Dioxin-artige“ PCBs. Diese 

koplanaren PCB (77, 126 und 169) verhalten sich durch ähnliche Konformität wie das be-

kannte 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Zur Risikobewertung dieser Kongene-

ren mit dioxinartiger (DL-) Wirkung und deren Gemische, d.h. Kongenere mit einer Affinität 

zum Arylhydrokarbonrezeptor (AhR), hat sich das TEQ-Konzept bewährt (Kannan, 1988). 

Ein vergleichbares System zur Einstufung von nicht-Dioxin-artigen (NDL-) PCBs ist nicht 

vorhanden. Dies beruht vor allem auf der zum Teil nur unzureichend geklärten Datenlage der 

molekularen Spezies- und Zell-spezifischen Wirkmechanismen dieser Verbindungen. 

Beide Klassen beinhalten tumorpromovierende PCB-Kongenere. Aufgrund der hohen Konge-

nerenzahl werden PCBs zur toxikologischen Risikobewertung auch in funktionelle Gruppen 

(I-III) eingeteilt: Gruppe I [estrogene PCBs: 44, 49, 52, 101, 174, 177, 187, 201]; Gruppe II 

[antiestrogene, immunotoxisch, CYP1A-induzierend, dioxinartige (DL-) PCBs: 126]; Gruppe 

III [sehr persistent, CYP1A1 und CYP2B induzierend vom Phenobarbital-Typ, nicht-

dioxinartig (NDL-) PCBs: 99, 153, 180, 183, 196, 203] (Wolff, 1997).  

PCB kommen in unserer Umwelt natürlicher Weise nicht vor, sondern wurden durch den 

Menschen in die Umwelt eingebracht. Seit ihrer Erstsynthese 1881 und dem Beginn der in-

dustriellen Herstellung von PCBs ab 1929, wurde weltweit eine Gesamtmenge von ca. 1,5 

Mio. Tonnen dieser Verbindungen produziert (Ivanov and Sandell, 1992; Rantanen, 1992). 

Aufgrund ihrer besonderen thermischen Stabilität, chemischen Beständigkeit gegenüber Säu-

ren und Alkalien, guten dielektrischen Eigenschaften und einer vergleichsweise einfachen und 

preiswerten Herstellung, fanden sie ein breites Anwendungsspektrum. So wurden sie z.B. als 

Isolierflüssigkeiten in Transformatoren und Kondensatoren; Imprägniermittel; Weichmacher 

in Kunststoffen; Flammschutzmittel in Wandfarben, Lacken und Klebstoffen oder als Indust-

riefette und –öle verwendet. Nachdem die Umweltrelevanz von PCBs erkannt wurde, kam es 

1977 (USA) und 1983 (Deutschland) zum völligen Produktionsstopp. Seit 1989 sind die Her-

stellung, der Im- und Export sowie die generelle Verwendung von PCBs in offenen sowie 

geschlossenen Systemen verboten. Schließlich sollen bis zum 31.12.2010 alle PCB-haltigen 

Geräte entsorgt werden sein.  

Viele Untersuchungen zur toxischen Wirkung von PCBs auf den Menschen beruhen auf Un-

glücksbefunden. Bei Massenvergiftungen durch den Verzehr von PCB-belastetem Reisöl in 

Japan (1968) und Taiwan (1979) zeigten viele Menschen Vergiftungssymtome wie Chlorak-
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ne, Hyperpigmentierung und Ödeme im Gesicht sowie Müdigkeit, Sehstörungen und Taub-

heitsgefühle in den Extremitäten (Kuratsune, 1987; Safe, 1992). Außerdem zeigten Nach-

kommen PCB-exponierter Mütter ebenfalls Hyperpigmentierung (Cola-Babies), ein verringer-

tes Geburtsgewicht, dentale und ossale Störungen, Entwicklungsstörungen mit u.a. signifikant 

gestörtem Lernverhalten und viele andere Defekte (Jacobson, 1997; Rylander and Hagmar, 

1995; Rylander, 1995b). Bei männlichen Betroffenen fand sich eine erhöhte Mortalität durch 

Leber-, Magen- und Lungenkarzinome. Ursache für die Unglücke waren Defekte von PCB-

gefüllten Wärmetauschern bei der Herstellung von Reisöl. Die betroffenen Personen nahmen 

dabei über Monate hinweg PCB-Dosen in Höhe von ca. 700-1800 mg/Tag auf. Auch andere 

Studien PCB-exponierter Arbeiter konnten ähnliche Vergiftungssymptome und eine Zunahme 

der Sterblichkeit an Leberkarzinomen beobachten (Brown, 1987). Aber auch im Zusammen-

hang mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson müssen PCBs genannt werden 

(Corrigan et al., 1998; Schulte et al., 1982).  

 

1.1.2 Insektizide, deren Isomere und Meta-

boliten (β-HCH und p,p´DDE)  

Lindan, dass gamma-Isomer des Hexachlorcyc-

lohexans (γ-HCH), wurde in der Land- und 

Forstwirtschaft als Fraß-, Kontakt- oder Atem-

gift hauptsächlich gegen Käferbefall verwen-

det. Seit 1977 ist die Anwendung technisch 

hergestellten HCH in Deutschland verboten 

und für Lindan besteht seit 1980 ein beschränk-

tes Anwendungsverbot. In der DDR dauerte der 

Eintrag von HCH in die Umwelt noch bis Mitte 

der 1980er Jahre an. Nach der EU-Verordnung 

850/2004 durfte Lindan nur noch bis Ende 

2007 in Europa als Insektizid eingesetzt wer-

den. Lindan ist heute noch in der Medizin ge-

gen Hautparasiten, vornehmlich in Cremes, 

Lotionen oder Shampoos bei der Behandlung 

von Krätzmilben sowie von Flöhen oder Läusen im Einsatz. In der Natur ist Lindan moderat 

bis nicht-toxisch für Vögel, jedoch hoch bis akut toxisch für viele Insekten sowie für Fische 

und andere aquatische Spezies. Der genaue Wirkmechanismus von Lindan ist noch immer 
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nicht genau bekannt. Technisch hergestelltes HCH repräsentiert ein Isomeren-gemisch und 

besteht aus α-HCH (65-70%), β-HCH (20%), γ-HCH (ca 15%) und δ-HCH (1-2%). Von den 

fünf Isomeren ist nur γ-HCH für die insektizide Wirkung verantwortlich (Abb.1.1.2 A). Die 

einzelen Isomere sind unterschiedlich akut und chronisch toxisch. β-HCH besitzt durch die 

symmetrische Struktur einen unpolaren und somit sehr lipophilen Charakter, wodurch sich β-

HCH in der Nahrungskette anreichert und vor allem im Fettgewebe von Mensch und Tier 

nachgewiesen werden kann.  

Ein weiteres sehr häufig angewendetes Insektizid ist Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT), 

welches seit den 1940er Jahren ebenfalls als Kontakt- und Fraßgift eingesetzt wurde. Wegen 

seiner guten Wirksamkeit gegen Insekten, seinen geringen Toxizität für Säugetiere und der 

einfachen Herstellung wurde es zur Schädlings- und Malariabekämpfung jahrzehntelang 

weltweit am häufigsten verwendet. Es finden sich viele Beispiele, in welchen sich die hor-

monähnlichen Wirkungen von DDT und seinen Metabolite widerspiegeln. DDT ist in der La-

ge die Eischalendicke bei Vögeln zu reduzieren. Dies führte bis Ende der 1970er Jahre u.a. 

zum Aussterben des Wanderfalken in weiten Teilen Europas und der USA. Weltweit ist die 

Herstellung und Verwendung von DDT seit Inkrafttreten der Stockholmer Konvention im 

Jahr 2004 nur noch zur Bekämpfung von krankheitsübertragenden Insekten zulässig. 

Wegen seiner chemischen Stabilität und guten Fettlöslichkeit reichern sich DDT und seine 

Metaboliten in der Nahrungskette an und akkumuliert in Geweben von Tieren und Menschen. 

Bei Säuglingen unterscheiden sich die Gesamt-DDT-Gehalte nicht von denen der Erwachse-

nen. Kinder können DDT-Isomere bereits via Plazenta und Muttermilch aufnehmen. Man 

schätzt, dass der Abbau und die Elimination von dem in der Umwelt befindlichen DDT meh-

rere Jahrzehnte benötigt (Calabrese, 1982). Das p,p'-DDE ist der in der Umwelt persistenteste 

DDT-Metabolit (Abb.1.1.2.1 B und C). In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten für 

p,p´DDE, im Vergleich zu anderen nachgewiesenen Xenoestrogenen wie PCB153 oder β-

HCH, die höchsten Werte gemessen werden [Fettgewebe > Endometrium > Muskulatur > 

Blutserum] (Seliger et al., 1995).  

 

1.1.3 Xenoestrogene in der Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin  

Die anthropogene Umwelt liefert eine Vielzahl von Stoffen die entweder selbst Hormoneigen-

schaften besitzen oder mit körpereigenen Hormonen sowie deren Rezeptoren wechselwirken. 

Bereits seit den 1960er Jahren gibt es viele Hinweise auf Zusammenhänge zwischen endokrin 

wirksamen Umweltchemikalien und dem gehäuften Auftreten von Reproduktionsstörungen 

(Bhatt, 2000; McLachlan, 2001b). So sind PCBs z.B. in der Lage, die Oocyten-Maturation bei 
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Säugetieren zu stören (Gandolfi et al., 2002) und DDT und seine Metabolite können die Gen-

expression von humanen uterinen Zelllinien verändern (Frigo, 2002). Einen Zusammenhang 

zwischen dem Dioxin 2,3,7,8-Tetrachlrodibenzo-p-Dioxin (TCDD) und der Entstehung von 

Endometriose konnte Rier et al. bereits 1993 im in vivo-Tiermodell bei chronisch dioxinbe-

lasteten Rhesusaffen dosisabhängig zeigen.  

Der Zusammenhang zwischen Xenoestrogen und dem Auftreten verschiedener Karzinome ist 

in der Literatur sehr widersprüchlich bewertet. Dies liegt vor allem an den verschiedenen Me-

chanismen der Karzinogenese, unterschiedlichen Bedingungen innerhalb betroffener Gewebe 

aber auch an der pleiotrophen Natur von Xenoestrogenen. Es gibt aber Hinweise, dass z.B. 

PCBs die Aktivtät des Tumorsuppressorgens BRCA1 bei MCF7 und MDA-MB-231 downre-

gulieren (Rattenborg et al., 2002) und Lebertumor-Promotoren bei Mäusen darstellen können 

(Strathmann et al., 2006).  

 

1.2 Struktur und Funktion von Estrogenrezeptor α und β (ERαβ)  

Im Allgemeinen werden estrogene Effekte über zwei spezifische Steroidhormonrezeptoren 

vermittelt: den Liganden-induzierten Transkriptionsfaktoren (TF) Estrogenrezeptor alpha und 

beta (ERαβ). Beide Rezeptoren sind in zwei separaten Genen, ESR1 und ESR2, codiert und 

auf den Chromosomen 6 und 14 lokalisiert (Enmark et al., 1997; Menasce et al., 1993).  

Der schematische Aufbau der zur NR-Superfamilie gehörigen ER und das Maß an Sequenz-

homologie zwischen den beiden Rezeptoren wird in Abb. 1.2.1 dargestellt. Beide Rezeptoren 

sind aus sechs funktionellen Gruppen aufgebaut (A-F). Die N-terminale Domäne A/B zeigt 

zwischen beiden Rezeptoren große Unterschiede und beinhaltet die Transaktivierungsfunktion 

1 (AF-1). Die Aktivität der AF-1 kann sowohl Liganden-abhängig als auch -unabhängig sein. 

Sie ist konstitutiv aktiv (Berry, 1990) und äußerst Zelltyp-spezifisch (Katzenellenbogen and A 

2000).  

Abb. 1.2.1: Schematische Darstellung funktioneller Domänen von Nuclearen Rezeptoren (NR) 
am Beispiel des Estrogenrezeptors (ER) sowie Sequenzhomolgien von ERα und β. Die in 6 Do-
mänen (A-F) eingeteilten NR, mit A/B: Transaktivierungsfunktion 1 (AF-1); C: DNA-
Bindungsdomäne (DBD); D: variable hinge-Region; E: Domäne beinhaltet: Ligandenbindungsdomäne 
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(LBD), Transaktivierungsfunktion 2 (AF-2), HSP90: heat shock protein 90-Bindungsstelle und NLS: 
nukleäres Lokalisationssignal; F: C-terminale Domäne ohne bekannte Funktion; Prozentangaben der 
Sequenzübereinstimmungen zwischen ERα und β.  

 

Der von selektiven Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) ausgehende und in Brust und 

Uterus auftretende, partiell antagonistisch/agonistische Effekt von Tamoxifen und Raloxifen, 

wurde der Bindung an die AF-1 zugeordnet. Die AF-1 steht unter Kontrolle von Signalkaska-

den (z.B. MAPK), welche die AF-1 zur Aktivierung phosphorylieren (z.B. Ser 118 durch 

ERK1/2), wodurch auf Rezeptorebene ein Signalaustausch z.B. zwischen Wachstumshormon- 

und Steroidhormon-Signalweg möglich ist, auch „cross-talk“ genannt (Kato et al., 1995). Die 

in der C-Region liegende DNA-Bindungsdomäne (DBD) ist bei beiden ER hoch konserviert. 

Sie beinhaltet acht Cysteine, welche zwei Zinkfinger ausbilden können. Drei spezifische 

Aminosäuren (AS) in der proximalen Box (P-Box) des ersten Zinkfingers sind für die DNA-

Bindung zuständig. Die Bindung des Zinkfingers erfolgt über das Erkennen einer spezifischen 

DNA-Sequenz, des „estrogen response elements“ (ERE). EREs befinden sich in Promotorbe-

reichen E2-regulierter Gene und stellen beim Menschen meist nicht-palindromische Sequen-

zen (ERE half-sites) dar (Anolik, 1995). Der zweite Zinkfinger ist für die Erkennung einer 

weiteren ERE half-site und teilweise für die Rezeptor-Dimerisierung verantwortlich. Welche 

Nukleotide der EREs dabei mit höchsten Affinitäten kontaktiert werden, ist jedoch noch un-

klar. Man nimmt an, dass beide Rezeptoren die gleichen Nukleotide innerhalb eines EREs 

ansteuern und deshalb ERα und β in gleicher Weise mit dem ERE interagieren (Gruber et al., 

2004; Yi, 2002). Beide ER haben jedoch unterschiedliche Affinitäten für verschiedene EREs, 

wodurch unterschiedliche transkriptionelle Effekte hervorgerufen werden (Kulakosky et al., 

2002). Je nach gebundenem Ligand und Unterschieden in der ERE-Sequenz kann die Kon-

formation des ER verschieden sein. Dies führt zu Seitenketten-Variationen in der DBD, 

wodurch die Rekrutierung unterschiedlicher co-regulatorischer Proteine möglich ist (Gruber 

et al., 2004; Schwabe and Teichmann, 2004). Die zwischen ERα und β nur wenig konservier-

te Domäne D fungiert als Verbindungsstück (linker) zwischen der DBD und der Liganden-

bindungsdomäne. In der funktionell sehr komplexen E-Region befindet sich die Hormon- 

bzw. Ligandenbindungsdomäne (LBD). Neben der Ligandenbindung beinhaltet sie die Funk-

tion einer weiteren Liganden-abhängigen Transaktivierung (AF-2), der Hetero- bzw. Homo-

dimerisierung und ist Bindungsstelle für Co-Aktivatoren, –Repressoren und Hitzeschockpro-

teine (HSP). Je nach Klasse des Liganden nimmt die LBD eine unterschiedliche Konformati-

on ein. Diese sterischen Unterschiede im Ligand-DNA-assoziierten Rezeptorprotein bedingen 

agonistische und antagonistische Mechanismen. Hierbei spielt die AF-2 eine wichtige Rolle, 
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welche sich innerhalb der E-Region mit der LBD überlappt. Die AF-2 aktiviert dabei die 

Transkription durch Assoziation mit großen Proteinkomplexen (Co-Aktivatoren und -

Repressoren). Diese Komplexe sind sowohl Teil der basalen Transkriptionsmaschinerie als 

auch Überträger AF-2-vermittelter, transaktivierender Signale und fungieren somit als Binde-

glieder zwischen Rezeptor und Initiationskomplex der Transkription.  

Die F-Domäne wird auch als Verlängerung der LBD bezeichnet, ist wenig konserviert und 

spielt wahrscheinlich bei der Unterscheidung zwischen Agonist und Antagonist von ERα eine 

wichtige Rolle (Montano et al., 1999). 

 

1.3 17ß-Estradiol (E2)-vermittelte Wirkungsweise von Estrogenrezeptoren (ER)  

1.3.1 Klassischer (genomischer) Wirkmechanismus von ER  

Das klassische Modell der Hormon- bzw. Xenoestrogenwirkung beinhaltet die Ligandenbin-

dung an den ERα bzw. β. Durch die Bindung des Rezeptorproteins an den endogenen Ligan-

den E2 kommt es zu einem Konformationswechsel innerhalb des Proteins. Dieser „molecular 

switch“ führt zur Trennung des Rezeptors von Hitzeschockprotein-Komplexen und erlaubt 

zwei Rezeptoren sich aneinanderzulagern (Dimerisierung). Hierbei sind bei beiden Rezepto-

ren die Bildung von sowohl Homo- als auch Heterodimeren möglich. Es kommt zur Translo-

kation der Liganden-Rezeptor-Dimere aus dem Cytoplasma in den Zellkern, wo sie an spezi-

fische DNA-Sequenzen, sogenannte estrogen response elements (ERE: CAGGTCAnnnT-

GACCTG), in Promotorbereichen von E2-regulierten Genen binden. Die DNA-Anheftung 

erfolgt durch Ausbildung und Bindung von je zwei Zinkfingern der DNA-Bindungsdomäne 

(DBD) des ER an das ERE. Hierbei werden bestimmte Nukleotide innerhalb der ERE-

Sequenz in der großen Furche der DNA angesteuert. Dadurch werden weitere Faktoren wie 

Co-Regulatoren (Aktivatoren bzw. Repressoren) und Komponenten der basalen Transkripti-

onsmaschinerie rekrutiert, wodurch die Genexpression von Hormon-regulierten Genen ver-

schiedenartig beeinflusst werden kann. So kann z.B. die Aktivierung bzw. die Unterdrückung 

der Genexpression von Zielgenen wie PR und pS2 erfolgen (Abb. 1.3.2). Da die Aktivierung 

der Transkription von Zielgenen hierbei im Vordergrund steht, bezeichnet man diesen Wirk-

mechanismus von Hormonen auch als genomischen Weg.  
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1.3.2 Nicht-Klassische (genomische) Wirkmechanismen von ER 

Eine Reihe von Genen enthalten in ihren Promotorbereichen keine klassischen EREs. Den-

noch ist es ER möglich deren Genexpression durch Interaktion über andere Transkriptionsfak-

toren (TF) zu beeinflussen. Bei diesen Signalwegen sind die Liganden-gebundenen ER nicht 

direkt mit der DNA verbunden, sondern über ihre AF-1 bzw. -2 an die nukleären Transkripti-

onsfaktor- (TF-) „proteine activating protein 1“ (AP-), „promotor-specific cellular transcrip-

ton factor 1“ (SP1) oder „nuclear factor-κ B“ (NF-κB) indirekt mit der DNA verbunden (Abb. 

1.3.2). Die Bindung von ERα und β an diese nukleären TF sowie der transkriptionelle Effekt 

sind jedoch stark Zelltyp-, Liganden- und Promotor-abhängig. Im Fall von AP1 ist der ER ein 

Teil des Co-Aktivatorkomplexes für Jun/Fos ohne direkt am AP1-response-element oder ähn-

lichen Elementen der DNA zu binden (Kushner et al., 2000). Im Gegensatz zu AP1 bindet der 

ER-SP1-Komplex an GC-reiche Consensussequenzen in Promotorbereichen von so regulier-

ten Genen (Safe, 2001). Die Liganden-gebundenen ER können aber auch die transkriptionelle 

Aktivität unterdrücken, wie im Falle von NF-κB. Dieser ER-vermittelte Signalweg wurde in 

der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht. 

Abb. 1.3.2: Klassischer und nicht-klassischer (genomischer) Wirkmechanismus von ERαβ. Wir-
kungsweise Liganden-gebundener ER: A) Klassischer Mechanismus eines Homodimers nach Ligan-
denbindung und Translokation in den Nukleus. Dieser Komplex lagert sich direkt via DNA-
Bindungsdomäne (DBD) an spezielle DNA-Sequenzen (ERE) in Promotorbereichen von Hormon-
regulierten Genen an und aktiviert zusammen mit Co-Faktoren (CF) die Transkription von Genen wie 
Progesteronrezeptor (PR) und pS2 (=trefoil factor 1 TFF1); B) Bei nicht-klassischen (genomischen) 
Signalwegen lagern sich Liganden-Rezeptor-Komplexe indirekt über die nukleären Transkriptionsfak-
toren (TF) AP-1 oder SP-1 an bestimmte DNA-Bereiche (AP-1 binding site bzw. GC-reiche Promotor-
regionen) an. Dadurch erfolgen die Rekrutierung von weiteren Co-Faktoren [CREB binding protein 
(CBP) und glucocorticoid receptor interacting protein (GRIP)] sowie die Stabilisierung dieses Mul-
tiproteinkomplexes. In Promotorbereichen so kontrollierter Gene sind keine klassischen ERE-
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Elemente vorhanden. Genprodukte des AP-1-Weges sind z.B. c-Fos und insuline like growth factor 1 
(IGF-1), des SP-1-Weges z.B. c-Myc und Hitzeschockprotein 27 (HSP27); C) In einem weiteren 
Nicht-klassischen Signalweg können die Liganden-Rezeptor-Komplexe die transkriptionelle Aktivität 
auch unterdrücken, dies erfolgt nach indirekter ER-Bindung an den TF des NF-κB-Heterodimers 
p50/p65 in der nuclear factor-κ B Region (NF-κB site) und der damit verbundenen Unterdrückung NF-
κB kontrollierter Gene. 

 

1.3.3 Unspezifischer Wirkmechanismus von ER („nongenomic signaling“) 

Die Signalkaskade der MAPK kinase (MEK)/“extracellular signal-related kinase“ (ERK) ist 

ein ubiquitär exprimierter intrazellulärer Signalweg, welcher durch eine Serie aufeinanderfol-

gender Phosphorylierungsschritte viele zelluläre Funktionen wie z.B. Proliferation, Differen-

zierung und Apoptose kontrolliert.  

Seit einiger Zeit gibt es Hinweise auf sehr schnell ablaufende, E2-abhängige Mechanismen, 

welche durch z.B.: 1) zellmembranäre ERα (Razandi et al., 2004), 2) verkürzte ERα-Formen 

(Li et al., 2003) neuartige Membranproteine namens ESR-X (Toran-Allerand et al., 2002), 4) 

Steroid-bindende Proteine (SBP) in Kooperation mit dem Membranprotein Megalin (Catalano 

et al., 1997; Hammes and Levin, 2007), 5) G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPR30) 

(Thomas et al., 2005), 6) noch unbekannte Proteine (Nethrapalli et al., 2005) und 7) mito-

chondriale ER (mER) vermittelt werden könnten. All diese stehen der „klassischen“ (genomi-

schen) Hormonwirkung gegenüber (Song and Santen, 2006; Yager and Davidson, 2006).  

Es wird vermutet, dass diese sehr schnell ablaufenden Mechanismen bei vielen regulatori-

schen Signalkaskaden von „second messengern“ wie die Aktivierung von Signaltransdukti-

onswegen [MAPKinase-, Tyrosinkinase-Kaskaden, Phosphatidylinositol3-OH-Kinase (PI3K)- 

und Protein-Kinase B (Akt)-Signalweg] und bei der Erhöhung der intrazellulären Kalzium-

konzentration mitwirken (Hanstein et al., 2004; Levin, 2003b; Simoncini et al., 2003). Wahr-

scheinlich steht diese Fülle möglicher „nicht-genomischer“ E2-Signalwege jedoch in einem 

starken Zelltyp-spezifischen und Promor-abhängigen Kontext.  

Zur bereits vorhandenen Komplexität des ER-Signalings kommt erschwerend hinzu, dass die 

meisten dieser hier angesprochenen, rasch ablaufenden Signalwege, weiterführend auch eine 

transkriptionelle Regulation als Ziel haben. Somit stellen die in diesem Abschnitt angespro-

chenen Mechanismen, eine neue Stufe der E2-Wirkung dar. Da sie auch eine Rolle beim 

„downstream signaling“ Hormon-vermittelter Proliferation spielen können, stellen diese Me-

chanismen auch potentielle neue Angriffspunkte in der Anti-Tumortherapie dar.  
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1.3.4 Liganden-unabhängige Aktivierung von ER 

ER können post-translational modifiziert werden. Eine solche Modifikation stellt die Phos-

phorylierung des Rezeptors dar, wodurch ein alternativer Mechanismus der Transaktivierung 

möglich wird. Dieser Hormon-unabhängige Mechanismus stellt einen völlig neuen Wirkme-

chanismus neben den bisher erläuterten Signalwegen dar. Wachstumfaktor (GF)-Signalwege 

führen zur Aktivierung von Signalkaskaden, welche durch Phosphorylierung von ER aktiviert 

werden können. Untersuchungen haben gezeigt, dass GF-stimulierte Phosporylierung durch 

die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) ERK1/2 an Serin 118 der AF-1 der ER-

Rezeptorproteine stattfinden kann, wodurch die transkriptionelle Funktion von AF-1 aktiviert 

wird (Bunone et al., 1996; Kato et al., 1995). Dieser Aktivierungsweg steht im Verdacht, für 

die hormonelle Unabhängigkeit mancher Tumoren verantwortlich zu sein (Lee and Bai, 2002; 

Levin, 2003a). 

 

1.3.5 Nebensignaleffekte („cross talk“) zwischen ER und anderen Signalwegen 

Zur bereits äußerst komplexen Thematik der Xenoestrogenwirkung kommt erschwerend hin-

zu, dass viele der in vorherigen Abschnitten bereits angesprochenen Signalwege miteinander 

„kommunizieren“ und in Verbindung stehen können.  

Eine zentrale Rolle hierbei spielen inhibitorische Wechselwirkungen zwischen ER und AhR. 

Es gibt eine Reihe von AhR-vermittelten, inhibitorischen Wirkungen auf den ER-Signalweg. 

So kann der aktivierte AhR/ARNT-Komplex an inhibitorische Sequenzen (iXRE) in den 

Promotorbereichen von ER-regulierten Zielgenen wie Cathepsin D, pS2 und c-Fos (Safe and 

Wormke, 2003) binden. Dadurch wird die Bildung eines transkriptionell aktiven ER/SP-1-

Komplexes sowie die Genexpression der genannten Gene verhindert (Wang et al., 1998). 

Durch die Interaktion des AhR/ARNT-Komplexes mit AP-1 am XRE/AP-1-DNA-

Bindemotiv, wird die Bindung eines aktivierten ERα am benachbarten ERE sowie seine Sig-

nalwirkung verhindert (Gillesby et al., 1997). Matthews & Gustafsson postulieren einen inhi-

bitorischen Effekt auf die ER-Aktivität, welcher von der AhR-vermittelten Synthese eines 

bisher noch unbekannten Proteins ausgehen könnte (Matthews and Gustafsson, 2006). Ohtake 

et al. beschreiben darüber hinaus einen Mechanismus, bei welchem aktivierte AhR/ARNT-

Komplexe selbst eine Co-regulatorähnliche Funktion auf die ER-vermittelte Transkription 

ausüben (Ohtake et al., 2003a). Hierbei führt die direkte Bindung des AhR/ARNT-Komplexes 

an ERα bzw. β via AF-1-Domäne zur Rekrutierung Liganden-freier ER und p300-

Coaktivatoren an Promotorbereiche E2-kontrollierter Gene, wodurch auch der normale Lig-

anden-gebundene ER-Signalweg geschwächt wird.  
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Interaktionen zwischen dem ER- und AhR-Signalweg wurden bereits vielseitig beschrieben 

und so ist bekannt, dass ER und AhR direkt miteinander interagieren (Abdelrahim et al., 

2006; Beischlag and Perdew, 2005; Brunnberg et al., 2003; Fujii-Kuriyama and Kawajiri, 

2010; Klinge et al., 1999; Matthews and Gustafsson, 2006; Ohtake et al., 2008; Ohtake et al., 

2003b; Wormke et al., 2000a; Wormke et al., 2003). In einigen Studien wird von einer ERα-

vermittelten Modulation AhR-abhängiger Reaktionen gesprochen, in welchem ERα einen 

steigernden (Matthews and Gustafsson, 2006; Thomsen et al., 1994), herabsetzenden (Bei-

schlag and Perdew, 2005; Kharat and Saatcioglu, 1996) oder gar keinen Einfluß (Hoivik et al., 

1997) auf den AhR-Signalweg zeigt.  

Ein weiterer inhibitorischer Mechanismus ist die AhR-vermittelte Aktivierung des Protea-

soms, welcher zum Abbau von sowohl AhR- als auch ER-Proteinen führt (Wormke et al., 

2003). Aber auch Veränderungen im E2-Metabolismus wie z.B. bei erhöhter Expression von 

CYP19, CYP1A1 oder CYP1A2, welche zu einem erhöhten oxidativen E2-Metabolismus und 

sinkenden E2-Blutspiegeln führen, können bei solchen inhibitorischen Mechanismen eine 

Rolle spielen. 

Auch das Konkurrieren um Co-Faktoren kann ebenfalls zu inhibitorischen Mechanismen füh-

ren, wobei Gewebe-spezifische Unterschiede in Co-Aktivatorkonzentrationen die Rezeptorak-

tivität regulieren. So kann dieser Wettbewerb auch umgekehrt zu einer ER-vermittelten inhi-

bitorischen Wirkung auf den AhR führen, in dessen Folge es zu einer Reduktion der AhR-

induzierten Transkription von CYP1A1 kommt (Ricci et al., 1999). 

 

1.4 Wirkungsweise von Xenoestrogenen  

Die anthropogene Umwelt liefert eine Vielzahl von Stoffen die entweder selbst Hormoneigen-

schaften besitzen oder mit körpereigenen Hormonen sowie deren Rezeptoren wechselwirken.  

Viele Xenoestrogene stehen im Verdacht wie E2 durch Bindung und Aktivierung des Estro-

genrezeptors ebenfalls estrogene Effekte auszulösen (Bonefeld-Jorgensen et al., 2001; Ko-

rach, 1997; Korach, 1988; McLachlan, 2001a). Die pleiotrophe Natur von Xenoestrogen lässt 

diese aber auch mit anderen Faktoren wechselwirken und eine wachsende Zahl von Beispie-

len- estrogene Effekte betreffend - können nicht nur mit dem herkömmlichen, klassischen 

Modell der Hormonwirkung erklärt werden. Die in der Literatur beschriebenen Modelle sind 

jedoch sehr vielfältig und teilweise widersprüchlich. Es gibt bisher nur wenige Untersuchun-

gen, die zeigen, dass Xenoestrogene auch über unspezifische Wirkmechanismen agieren kön-

nen. Erste Hinweise dafür lieferten Maggiolini et al., sie konnten die Stimulation der c-fos 

Expression durch Phytoestrogene (Genistein und Quercetin) nachweisen (Maggiolini et al., 
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2004). Neuere Befunde von Thomas & Dong, belegen die Bindung verschiedener Xenoestro-

gene an einen zellmembranären, GPR30 genannten Rezeptor mit hohen Bindungsaffinitäten 

(Thomas and Dong, 2006). Aber auch andere nukleäre Rezeptoren, zu denen auch viele „or-

phan receptors“ gehören, spielen bei Xenoestrogen-vermittelten Signalwegen eine Rolle, sie 

waren jedoch nicht Bestandteil dieser Arbeit. 

Neben dem ER ist auch der Arylhydrokarbonrezeptor (AhR) durch bestimmte Interaktionen 

mit Xenoestrogenen, vor allem 2,3,7,8-Tretrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, Dioxin) und 

DL-PCBs in der Lage, die Genexpression verschiedener Gene zu beeinflussen. Dabei bindet 

TCDD im Cytosol an den AhR, welcher ebenfalls wie die Steroidhormonrezeptoren einen 

Lignaden-aktivierten TF darstellt, aber zur basic Helix-Loop-Helix/Per, ARNT/AhR, SIM 

Homologie – (bHLH/PAS-) Proteinfamilie gehört (Denison et al., 2002). Der TCDD-Bindung 

am AhR folgen die Schritte der nukleären Translokalisation und Heterodimerisierung mit dem 

AhR nuclear translocator (ARNT) sowie die Bindung dieses Liganden-aktivierten 

AhR/ARNT-Komplexes an spezielle Nukleotide von DNA-Erkennungssequenzen (Swanson, 

2002). Diese Sequenzen, die sogenannten xenobiotic- oder dioxin response elements (XRE 

oder DRE) sowie generell der zuvor beschriebene AhR-Aktivierungsmechanismus, sind der 

Wirkungsweise von Steroidhormonrezeptoren sehr ähnlich.  

Die verschieneden potentiell ER-vermittelten Wirkmechanismen von Xenoestrogenen wurden 

in Abbildung 1.4.1 versucht im Überblick zusammenzufassen. 
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Abb. 1.4.1: Potentiell ER-vermittelte Wirkmechanismen von Xenoestrogenen und E2. Verschie-
dene Signalwege von E2 und Xenoestrogen in Verbindung mit Estrogenrezeptoren (ER) bzw. ER-
ähnlichen Strukturen. Dabei sind E2 bzw. Xenoestrogene in der Lage an den ER zu binden, was zur 
Dimerisierung und Translokation der beladenen Rezeptorproteine in den Zellkern führt. Schließlich 
kommt es zur Anheftung der beladenen ER an spezifische DNA-Bereiche [EREs bzw. AP-1 binding 
sites oder GC-reiche Sequenzen] in Promotorregionen von Zielgenen. Dabei können ER sowohl über 
EREs selbst (1. klassischer Weg) als auch über die nukleären Transkriptionsfaktoren AP-1, SP-1 (2. 
nicht-klassischer Weg) an die DNA binden. Es gibt jedoch noch weitere E2- bzw. Xenoestrogen-
vermittelte Signalwege. Der Liganden-unabhängige Mechanismus (3.) stellt hierbei einen völlig neuen 
Mechanismus dar. Er ist unabhängig von einer direkten Ligandenbindung und findet aufgrund eines 
Wachstumsfaktorsignals statt, welches letztlich zur post-translationalen Phosphorylierung des ER und 
zur Aktivierung der Liganden-unabhängigen Transaktivierungsfunktion 1 des Rezeptors führt. Außer-
dem gibt es eine Reihe alternativer Wege (4.), bei welchen es durch zellmembranären ERα (Razandi et 
al., 2003) oder G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPR30) zu zeitlich schnell ablaufenden Reaktio-
nen innerhalb der Zelle kommen kann (für Review siehe (Yager and Davidson, 2006). Aber ein 
„cross-talk“ (5.) zwischen ER und anderen Signlwegen wie z.B. mit dem AhR/ARNT ist möglich 
(Matthews and Gustafsson, 2006; Ohtake et al., 2008). (Es wird vermutet, dass diese raschen Mecha-
nismen bei vielen regulatorischen Signalkaskaden von „second messengern“ wie die Aktivierung von 
Signaltransduktionswegen [MAPKinase-, Tyrosinkinase-Kaskaden, Phosphatidylinositol3-OH-Kinase 
(PI3K)- und Protein-Kinase B (Akt)-Signalweg] und bei der Erhöhung der intrazellulären Kalzium-
konzentration mitwirken. AP-1: activating protein 1; CBP: CREB binding protein; CF: Co-Faktoren; 
E2: Estrogen; ER: Estrogenrezeptor; ERE: erstrogen respose elemet; GF: growht factor; GFR: growth 
factor receptor; GPR30: G-Protein gekoppelter Rezeptor 30; GRIP: glucocorticoid receptor interacting 
protein; MAPK Mitogen aktivierte Proteinkinase; SP-1:promotor-specific cellular transcription factor1  
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1.5 Das humane Endometrium und die Entstehung von Endometriose  

Neben der Brust ist vor allem der Uterus eines der wichtigsten Zielgewebe für estrogene Ef-

fekte. Die den Uterus auskleidende Gebärmutterschleimhaut (Endometrium) stellt ein dyna-

misches System dar, welches in Vorbereitung auf eine Embryoimplantation fortwährend zyk-

lischen Veränderungen unterliegt. Sie besteht aus epithelialem und stromalen Anteilen, wel-

che unter der starken Kontrolle von Steroidhormonen stehen. Während eines Zyklus ist 17ß-

Estradiol (E2) das prädominante Hormon der proliferativen Phase, wohingegen Progesteron 

die sekretorische Phase beherrscht.  

Bereits seit den 1960er Jahren gibt es viele Hinweise auf Zusammenhänge zwischen endokrin 

wirksamen Umweltchemikalien und dem gehäuften Auftreten von Reproduktionsstörungen 

(Bhatt, 2000; McLachlan, 2001b; Sharara, 1999). So führt z.B. β-HCH bei weiblichen Ratten 

zu fokalen Hyperplasien bzw. metaplastischen Veränderungen des Endometriums (Van Vel-

sen et al., 1986).  

Auch p,p´-DDE und PCBs ist bekannt für seine hohen Akkumulation in verschiedenen Kör-

pergeweben und –flüssigkeiten bei Frauen, wie z.B. in der Muttermilch (Dewailly et al., 

1996) oder in Follikularflüssigkeit, was im Verdacht steht, den reproduktiven Erfolg von IVF-

Behandlungen zu erringern (Baukloh et al., 1985; Younglai et al., 2005).  

Eine Erkrankung, die an vielen Fällen idiopathischer Sterilität beteiligt ist und erst in jüngerer 

Zeit in Zusammenhang mit Umweltschadstoffen gebracht wurde, ist die Endometriose (Birn-

baum and Cummings, 2001; Rier and Foster, 2002; Rier et al., 1993). Endometriose ist zu-

sammen mit Myomen die häufigste benigne proliferative Erkrankung der Frau im reprodukti-

vem Alter. Verbreitete Symptome betroffener Frauen mit Endometriose sind Zwischenblu-

tungen bzw. starke Menstruationsblutungen mit schmerzhaften Krämpfen (Dysmenorrhoe) 

sowie häufig schmerzhafter sexueller Interkurs (Dyspareunie). Die Therapie erfolgt mit 

GnRH-Analoga oder Gestagenen und endet oft mit einer Hyster- und/oder Oophorektomie. 

Endometriose betrifft ca. 5-10% aller Frauen und ist allein in den USA für mehr als 100.000 

Hysterektomien pro Jahr verantwortlich (Eskenazi, 1997; Giudice and Kao, 2004).  

Das Entstehen und Wachstum von Endometrioseimplantaten wird anfänglich wesentlich 

durch Steroide beeinflusst. Nach Manifestierung dieser Erkrankung ist der weitere Verlauf 

jedoch meist Hormon-unabhängig. Die Pathogenese der Endometriose wird aber auch durch 

genetische, umweltbedingte und immunologische Faktoren beeinflusst. Zur Entstehung extra-

uteriner Endometrioseimplantate gibt es verschiedene Theorien. Der genaue Mechanismus ist 

jedoch noch immer nicht genau geklärt. Einer Theorie folgend handelt es sich um ontogeneti-

sche Irrläuferzellen, welche sich im Laufe des fortpflanzungsfähigen Alters zu manifesten 
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Endometrioseherden entwickeln. Es gibt jedoch starke Hinweise, dass der bereits 1927 von 

Sampson postulierte und ebenso bei gesunden Patientinnen vorkommende Mechanismus der 

retrograden Menstruation und die Implantations- und Invasionsfähigkeit von ektopen, dislo-

zierten Endometriumzellen verbunden mit erhöhten intrauterinem Druck, entscheidend für die 

Entstehung von Endometriose ist (Leyendecker, 2004).  

Die Implantation endometrialer Bestandteile im Peritoneualraum des kleinen Beckens und die 

Etablierung der Endometriose ist das Ergebnis mehrschichtiger Störungungen des Endome-

triosegewebes selbst sowie des umgebenden peritonealen Milleus. Wesentliche Charakteristi-

ka der Endometriose sind ihr Selbsterhalt und ihre Ausbreitung mit ausgeprägter Symptoma-

tik. Dieser sich selbst verstärkende Krankheitsverlauf wird vor allem durch eine erhöhte Pro-

duktion und Sekretion von Prostaglandinen (PGE2), Wachstumsfaktoren wie z.B „vascular 

endothelial growth factor“ (VEGF), Interleukinen (IL-1, -2, -6, -8 und -10), hydrolytischen 

Enzymen und Matrixmetalloproteasen (MMPs) verursacht. Zu den resultierenden multiplen 

Dysfunktionen innerhalb betroffener Gewebe zählen: 1) der gestörte Abbau von E2 und des-

sen Gewebeakkumulation, 2) die gesteigerte Bildung von Aromatase, welche die Bildung und 

Akkumulation von E2 weiter verstärt sowie 3) die Bildung von Cycloxygenase 2 (COX-2) 

und deren damit verbundenen Rekrutierung von Prostaglandin E2 (PGE2) zum Ort des En-

dometriosegeschehens (für Review siehe (Bulun, 2009). Diese Dysfunktionen, zusammen mit 

der verursachten chronischen Entzündungssituation, führen im weiteren Krankheitsverlauf zur 

Beeinträchtigung der Tubenfunktion, zur eingeschränkten Endometriumrezeptivität, Nidation 

und Implantation von Oocyten bzw. Embryonen in utero und somit letztlich zu einer gestörten 

Fertilität (Wülfing and Kiesel, 2005). Durch die erhöhte Inflammation innerhalb dieser Ge-

webe wird außerdem eine Reizung innervierender Nerven herforgerufen, welche den akuten 

und oft auch chronischen Beckenschmerz verursacht. 

Der Zusammenhang zwischen der Entstehung dieser Erkrankung und dem Dioxin 2,3,7,8-

Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCDD) konnte Rier et al. bereits 1993 im in vivo-Tiermodell 

bei chronisch dioxinbelasteten Rhesusaffen dosisabhängig zeigen. Es gibt jeodch auch Hin-

weise auf Assoziationen zwischen PCBs und dem Auftreten von Endometriose (Gerhard, 

1992; Louis et al., 2005; Pauwels et al., 2001; Porpora et al., 2006; Porpora et al., 2009). Im 

Focus vieler Studien lag bisher aber vor allem der Einfluß Dioxin-ähnlicher PCBs auf die 

Entstehung dieser Erkrankung. Auch für p,p´DDE gibt es Hinweise für einen Zusammenhang 

zwischen dem Auftreten dieser Erkrankung und erhöten Konzentrationen der genannten Sub-

stanz im Serum von Endometriosepatientinnen (Porpora et al., 2009; Trabert et al., 2010). 

Eine Reihe von Genen wie z.B. CYP1A1, COX-2, CYP19 (Aromatase), ERα, ERβ, Progeste-
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ronrezeptor A und B (PROG-1/2) stehen im Verdacht eine Hauptrolle bei der Entstehung von 

Endoemtriose zu spielen und könnte als Biomarker eingesetzt werden (Bulun et al., 2010; 

Bulun, 2009; Porpora et al., 2009; Trabert et al., 2010). 

 

1.6 Hintergrund und Ziele der Arbeit  

In vorausgegangenen Untersuchungen konnte eine deutliche Belastung humaner Gebärmut-

terschleimhaut (Endometrium) mit verschiedenen Xenoestrogenen gezeigt werden. Dabei 

wurden Anreicherungen von p,p´DDE, ß-HCH und PCB 138, 153 und 180 in physiologisch 

relevanten Konzentrationen nachgewiesen, wobei höchste Konzentrationen im Fettgewebe 

(>Endometrium>Serum>Myometrium) analysiert wurden. In Rezeptor-

Kompetitionsversuchen, bei welchen die Xenoestrogene PCB153, ß-HCH und p,p`-DDE am 

Estrogenrezeptor (ER) und Gestagenrezeptor (GR) auf ihre Fähigkeit hin untersucht wurden, 

die Bindung des jeweiligen Radioliganden zu inhibieren, zeigte PCB153 eine deutliche Beein-

trächtigung der Bindung des Radioliganden am ER des humanen Endometriums (Kuntzsch, 

2000). Bei in vitro Wachstumsanalysen konnten bereits proliferative Effekte dieser Stoffe auf 

Primärzellen des humanen Endometriums (Hippe, 2005; Köller, 2002) sowie verschiedene 

Brustkrebszelllinien (Delios, in Preparation) nachgewiesen werden. Bisher ist der Wirkme-

chanismus vieler Xenoestrogene noch immer nicht genau geklärt. 

In der vorliegenden Arbeit sollte nun geprüft werden, in wie weit die in bisherigen Untersu-

chungen aufgezeigten Effekte der im Uterus normofertiler und steriler Frauen in physiolo-

gisch-relevanten Konzentrationen nachgewiesenen Xenoestrogene PCB153, ß-HCH und p,p`-

DDE mit dem ER-Signalweg interferieren. Hierbei sollte möglichst eine Abgrenzung zwi-

schen „klassischen“ (genomisch) und „alternativen“ (nicht-genomisch) ER-Mechanismen der 

möglicherweise durch Xenoestrogene ausgelösten Effekte sichtbar gemacht werden.  

Durch die Verwendung verschiedener E2-abhängiger Zelllinien aus Brust und Uterus sollte 

auch auf mögliche Gewebe-spezifische Wirkungen der untersuchten Xenoestrogene einge-

gangen werden.  

Ein wesentliches Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, die in Abhängigkeit von Xeno-

estrogenen eventuell schon in frühen Stadien auftretenden Veränderungen des zellulären Kon-

textes gesunder endometrialer Zellen zu untersuchen, was mit Hilfe immortalisierter endomet-

rialer Epithelzellen der Zelllinie hTERT-EEC realisiert wurde. Parallel dazu wurden Xeno-

estrogen-induzierte Veränderungen in Primärzellen von Endometriose-Patientinnen unter-

sucht. Hierbei sollte das möglicherweise durch Xenoestrogene hervorgerufene Wirkungs-

spektrum in den einzelnen Zellsystemen sowie der Vergleich der in beiden Zellsystemen aus-



 Einleitung 

20 

gelösten Effekte helfen, abzuschätzen, in wie weit Xenoestrogene den Krankheitsverlauf bei 

Endometriose beeinflussen können.  

Des Weiteren sollte die Frage beantwortet werden, wie breitgefächert das im Vergleich zu E2 

untersuchte Wirkspektrum von PCB153 auf einzelne zelluläre Prozesse wie Angiogenese, 

Gewebeumbau („tissue remodeling“), Migration und Invasivität bzw. Proliferation ist.  

Abschließend wurde ein möglicher Zusammenhang des Xenoestrogens PCB153 und der Kar-

zinogenese sowie die mögliche Assoziation zwischen Xenoestrogenen und gynäkologisch-

reproduktionsmedizinischen Erkrankungen, wie Endometriose diskutiert. 

 

2 Material und Methoden 

2.1 Reagenzien 

Alle eingesetzten Chemikalien wurden im höchsten erhältlichen Reinheitsgrad verwendet und 

stammen von den Firmen: Sigma (Taufkirchen), ROTH (Karlsruhe), Fluka (Bruchs, CH), 

Merck (Darmstadt), AppliChem (Darmstadt), VWR (Darmstadt), Roche (Mannheim) sowie 

Biochrom (Berlin). Das verwendete Wasser wurde aus eine Hausanlage des Klinikums mit 

nachgeschaltetem Ionenaustauscher bezogen und für besondere Reinheit anschließend mit 

einer Reinstwasseranlage (Millipore, Eschborn) aufgereinigt. Lösungen wurden, soweit not-

wendig, entweder 20min bei 121°C autoklaviert oder steril filtriert.  

 

2.2 Technische Geräte 

 
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 

Gerät:  Bezeichnung:    Hersteller:  
 

Agarosegelkammer AGT-1  VWR international 
Brutschränke IG 150      Jouan 
Feinwaage AJ 150      Mettler 
Klimaschrank innova 4230    New Brunswick Scientific 
Luminometer Sirius      Berthold Detektion System 
Magnetrührer MR3000     Heidolph 
Mikroskope Eclipse TS 100    Nikon 
  Axioskop 40    Zeiss 
PCR-Maschine T-Gradient     Biometra 
pH Meter Calimatic 761    Knick 
Pipetten verschieden     Eppendorf 
Pipetierhilfe Pipetus       Hirschmann Laborgeräte 
Photometer Ultrospec 1000    Pharmacia Biotech 
Plattenreader Anthos 2020    Biochrom 
Reinstwasseranlage Milli-Q-Plus    Millipore 
Rotator RS 24      Kisker 
Schüttler Hyper Shaker    Neolab 
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Sterilbank HeraSafe HS12    Kendro (Heraeus) 
Spannungsquellen EPS 301     Amersham Pharmacia Biotech 
Thermomixer Comfort     Eppendorf 
Tischzentrifuge Biofuge pico    Heraeus 
UV-Spektrometer Ultraspec 1000    Pharmacia Biotech 
Vortex  MS1 Minishaker   IKA 
Waage  SPB62      Scaltec 
Wasserbad 1003      GFL 
Western Blot Miniprotean 3    BioRad 
Zentrifuge CR4.22      Jouan 
_________________________________________________________________________________________________________________

Tab. 2.1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Geräte.  
 

2.3. Zellkultur 

2.3.1 Verwendetes Zellmaterial 

Im Rahmen dieser Arbeit kamen insgesamt sechs verschiedene Zelltypen aus der Brust und 

dem Uterus zum Einsatz und wurden konventionell in 2D-Adhäsionkulturen gezüchtet. Diese 

Zellen zeichnen sich durch eine verschieden starke Expression von ERα und β aus und sind 

somit verschieden hormonsensitiv.  

Die verwendeten Brustkrebszelllinien waren MCF-7 (Deutsche Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellen, Braunschweig) und MDA-MB-231 (freundlicherweise von Prof. Dittmer 

aus der Gynäkologie zur Verfügung gestellt). Die gut charakterisierte Zelllinie MCF7 (Michi-

gan Cancer Foundation) wurde 1970 aus Pleuraerguss einer Patientin isoliert, deren metasta-

siertes, duktales Mamma-Adenokarzinom zuvor drei Jahre lang mit Hormon- und Radiothera-

pie behandelt worden war. Sie wurde bereits in verschiedenen Studien (Katzenellenbogen et 

al., 1987; Pink and Jordan, 1996) verwendet, um Estrogen-abhängige Prozesse sowie die 

Auswirkungen von Anti-Estrogenen im Brustkrebs zu untersuchen. Sie wurde für diese Arbeit 

ausgewählt, da sie einen nichtinvasiven malignen Tumorstatus der Brust repräsentiert, die 

Zellen aber dennoch beide Rezeptoren ERα und β exprimieren und somit die Untersuchung 

der möglicherweise mit einer Hormon-interferierenden Wirkung von Xenoestrogenen zulas-

sen. Die ERα-negative Zelllinie MDA-MB-231 wurde ausgewählt, da sie ein oft in der Litera-

tur verwendetes Zellmodell für das aggressivere, Hormon-unabhängige Mammakarzinom 

darstellt. Die Zellen dieser Zelllinie, sowie wie die der ebenfalls nur in geringen Mengen ERα 

und β exprimierenden uterinen Zelllinie RL95-2, wurden eingesetzt um auch eine mögliche 

Xenoestrogen-vermittelte Wirkungen bei ER-negativen Zellen zu untersuchen, welche, falls 

vorhanden, auf ER-unabhängige Mechanismen dieser Stoffe hinweisen würden. 

Das Zellmaterial uteriner Herkunft waren Zellen der Zelllinien hTERT-EEC und RLU95-2 

sowie Primärzellen aus Endometriose-Explantaten. Die Zelllinie hTERT-EEC Klon B37 re-
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präsentieren endometriale epitheliale Primärzellen, welche durch Telomerase-Überexpression 

immortalisiert wurden, also Primärgewebe des Endometriums darstellen. Sie wurde von einer 

eng mit unserem Zentrum für Reproduktionsmedizin und Andrologie der Martin-Luther-

Universität Halle-Wittenberg kooperierenden Arbeitsgruppe (Department of Human Anatomy 

and Cell Science oft he University of Manitoba, Winnipeg) aus Kanada generiert (Hombach-

Klonisch et al., 2005) und freundlicherweise für die Versuche der Arbeit zur Verfügung ge-

stellt. Sie soll als Bindeglied zwischen gesundem Endometrium und Endometriose fungieren. 

Die hTERT-EEC Zellen exprimieren ebenfalls beide Estrogenrezeptortypen und reagieren 

daher Hormon-sensitiv. 

Darüberhinaus wurde Endometriosegewebe, welches mit freundlicher Hilfe und Unterstüt-

zung des OP-Teams unter der Leitung von Frau OÄ Petra Kaltwasser des Zentrums für Re-

produktionsmedizin und Andrologie der Martin-Luther-Universität Halle/Wittenberg bei lapa-

roskopischen Untersuchungen von Frauen mit idiopathischer Sterilität gewonnen wurde, für 

Versuche in dieser Arbeit verwendet (siehe Kapitel zu SRB-Assay und Genexpressionsanaly-

sen).  

Im Gegensatz dazu wurde Endometrium-Primärgewebe für diese Arbeit zwar anfänglich von 

zuvor persönlich aufgeklärten Patientinnen aus hysterektomierten Uteri gewonnen und kulti-

viert, war jedoch für die Versuche nicht in ausreichenden Mengen vorhanden, weswegen die-

se Versuche nicht weitergeführt werden konnten.  

Die Endometriumkarzinom-Zelllinie RLU95-2 (American Type Culture Collection, Manas-

sas, USA) wurde ausgewählt, da sie den Fall des progressiven Tumors mit geringer Expressi-

on von ER α und β und dem daraus resultierenden Verlust der Hormonantwort repräsentiert. 

 

2.3.2 Medienherstellung und Kultur der Zellen 

Alle Mammakarzinom- sowie die uterinen hTERT-EEC- und Endometriose-Zellen wurden in 

steril filtriertem 1:1 (v/v) DMEM (Dulbecco's-Modified-Eagel-Medium ohne Phenolrot, aber 

mit Na-Pyruvat und 1000g/l Glukose, Gibco BRL, Invitrogen) und HamsF12, ergänzt mit 

10% FKS (fötales Kälberserum), 200mM L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Am-

photericin B (alle Biochrom) und 4 µg/ml Rinderinsulin (Fluka) wachsen gelassen.  

Die Zellkultur der uterinen Zelllinie RL95-2 erfolgte im selben Grundmedium 

(DMEM/HamsF12) und FBS- und Insulin-Gehalt wie oben beschrieben, jedoch unter Zusatz 

von 15mM HEPES und 1,2g/L Natriumbikarbonat (beides von Roth, Karlsruhe) und Aus-

schluss von L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin und Amphothericin B.  
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Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Je nach Konfluenz wur-

den die Zellen nach 2 bis 3 Tagen passagiert. Dafür wurde das Kulturmedium verworfen, die 

Zellen mit 1xPBS gewaschen und durch Zugabe von 0,2% Trypsin/EDTA (BioWhittaker) 

5min bei 37°C im Brutschrank abgelöst. Die gelösten Zellen wurden in entsprechendes Kul-

turmedium aufgenommen und auf mehrere Zellkulturflaschen verteilt und kultiviert.  

Für die Expositionsversuche aller Testsubstanzen wurde spezielles, steroidfreies Medium 

(hormonfreies Medium) hergestellt, bei welchem das FBS über Dextran-überzogene Aktiv-

kohle (Sigma) „gestrippt“ wurde. Während des Stripping-Prozesses wurden alle die im FBS 

enthaltenen Steroide abgefangen und somit aus dem Medium herausgefiltert. Dazu wurde ein 

Gemisch aus 5% Aktivkohle mit 0,5% Dextran ((T7000) in Aqua dest. für 1h bei RT geschüt-

telt und anschließend auf 50ml Röhrchen aliquotiert, welche sodann für 10min bei 100g ab-

zentrifugiert wurden. Der daraus resultierende Überstand wurde verworfen und das Pellet im 

50ml Röhrchen in FBS resuspendiert und die Suspension für 1h bei RT auf dem Schüttler 

inkubiert. Danach wurden alle Röhrchen für 20min bei 2000g abzentrifugiert. Der resultieren-

de Überstand wurde anschließend sterilfiltriert (Porengröße 0,2µm) und aliquotiert. Spora-

disch wurde der E2-Gehalt des hormonfreien FBS gemessen, welcher in der Regel um die 

30pmol/l betraf. Das fertige „gestrippte“ und hormonfreie FBS wurde bis zum Gebrauch bei   

-20°C gelagert. 

 

2.3.3 Aufarbeitung des Endometriose Primärgewebes. 

Die Aufarbeitung des Endometriosegewebes erfolgte unter sterilen Bedingungen im Labor. 

Dabei wurde das Gewebe zunächst mit einer Einwegrasierklinge zerkleinert und anschließend 

auf dem Schüttler in 3ml Vollmedium und 1ml Kollagenase-Lösung (50mg Kollaganase CLS 

II, 2mg Hyaluronidase ad 20ml Vollmedium, sterilfiltiert) im 50ml Röhrchen für 30-60min 

RT in Einzelzellen dissoziiert. Nach dem Auslösen der Zellen aus dem Gewebeverband wur-

den diese im Röhrchen bei 600rpm für 5min bei 20°C abzentrifugiert, der Überstand verwor-

fen und das Zellpellet mit Vollmedium resuspendiert und auf Zellkulturschalen verteilt. Die 

Zellen wurden unter normalen Zellkulturbedingungen Übernacht kultiviert. Am nächsten Tag 

erfolgte ein Medienwechsel. Nach ausreichender Passagierung der Zellen wurden diese aus-

gezählt und für entsprechende Versuche eingesetzt (siehe Kapitel zu SRB-Assay und Genex-

pressionsanalysen). 
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2.3.4 Exposition der Zellen mit Hormon bzw. Xenoestrogenen 

Für die Exposition der Zellen mit PCB153, p,p´DDE, ß-HCH sowie Coumestrol und Estrogen 

wurden die Zellen für die jeweiligen Versuche in einer definierten Zellzahl im Vollmedium 

auf 24-Wellplatten gegeben und über Nacht im Brutschrank kultiviert. Am nächsten Tag wur-

den das Medium entfernt und durch hormonfreies Medium ersetzt und die Zellen für mindes-

tens weitere 24h präinkubiert, bevor die jeweilige zu untersuchende Testsubstanz zugegeben 

wurde. Um Effekte des Lösungsmittels der Xenoestrogene auszuschließen, wurde zu jeder 

Testsubstanz-Exposition eine entsprechende Lösungsmittel-Kontrolle (E2 und Coumestrol: 

0.1% DMSO; PCB153: 0,2% DMSO; p,p´DDE: 0,1% EtOH und ß-HCH: 0,1% Aceton) mit-

geführt. Die Konzentration des Lösungsmittels in den Kontrollen entsprach denen in den 

Wells der Testsubstanz-Expositionen. Die Dauer der Exposition war je nach Versuch 20-96h. 

Die Exposition der Zellen mit den Xenoestrogenen PCB153, p,p´DDE und ß-HCH (Pro-

mochem, Wesel) erfolgte gelöst in hormonfreiem Medium und über einen Konzentrationsbe-

reich von 10pg-1µg/ml sowie der des Coumestrols und Estrogens (beide Sigma) von 1pg-

1µg/ml. 

 

2.3.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut, in ein 15ml Reaktionsröhrchen 

mit dem entsprechenden Kulturmedium überführt und bei 650rpm und 20°C, 5min zentrifu-

giert. Anschließend wurde das Zellpellet in vorgewärmtem Kulturmedium resuspendiert und 

in Zellkulturflaschen überführt und die Zellen über Nacht inkubiert. Am nächsten Morgen 

wurde ein Medienwechsel durchgeführt. Zum Einfrieren der Zellen wurden diese, wie oben 

bereits beschrieben, mit Trypsin abgelöst, in dem entsprechenden Kulturmedium aufgenom-

men und 5min bei 650rpm und 20°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1ml Medium (8% 

DMSO und 20% FBS) resuspendiert und in Kryo-Röhrchen überführt. Die Kryo-Röhrchen 

wurden in einem Styropor-Einfrierbehälter (Kühlungsrate von -1°C/Minute) bei -80°C gela-

gert. 

 

2.4. Sulforhodamin B Assay (SRBA) 

Um die optimale Zelldichte (Zellanzahl je Well) zu ermitteln, bei der die Zellen in einer Mul-

tiwellplatte ihr größtmöglichstes Wachstum zeigen, wurde ein modifizierter SRBA (Papazisis 

et al., 1997) durchgeführt. Der SRBA stellt eine sehr empfindliche und einfach durchzufüh-

rende kolorimetrische Methode dar, bei der der Gesamtproteingehalt einer Zelle bzw. Lösung 

ermitteln wird. Bei der spektralphotometrischen Messung der Konzentration des an den Zell-
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proteinen anhaftenden Sulforhodamins wird indirekt die Zellanzahl/Well ermittelt. Zwischen 

der Absorption um 500nm und der Zellanzahl besteht über einen großen Bereich eine lineare 

Beziehung (Skehan, 1990). Sulforhodamin B (Sigma) ist ein Proteinfarbstoff, mit dem die 

Gesamtbiomasse als Maß für das Zellwachstum bestimmt wird. Dieses Assay wurde bereits 

erfolgreich für die Zellzahlbestimmung epithelialer und stromaler uteriner Primärzellen (Hip-

pe, 2005) sowie von verschiedenen Zelllinien der Brust (Dellios, in Preparation) angewandt.  

Für die Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich uterine Zellen eingesetzt. 

Insgesamt kamen drei Zelltypen zum Einsatz: die aus Endometrium-Primärgewebe generierte, 

epitheliale Zelllinie hTERT-EEC; Zellen aus OP-Material gewonnenen primären Endometrio-

se-Explantaten sowie die Endometriumkarzinom-Zelllinie RLU-95-2. Die eingesetzten Zellen 

unterschieden sich hinsichtlich ihrer Hormonsensibilität sowie ihres Malignizitätsgrades deut-

lich voneinander. 

Um eine mögliche genomische, ER-vermittelte Wirkung von Xenoestrogenen im Uterus un-

tersuchen zu können, wurden für alle Testsubstanzen, neben den normalen Wachstumsraten 

(ohne Inhibitoren), auch die Wachstumsraten mit dem ER-Inhibitor ICI 182780 (Sigma, 

Taufkirchen) analysiert. Der ER-Inhibitor ICI 182780, auch Fulvestrant oder Faslodex ge-

nannt, ist ein selektiver ER „down“-Regulator und das erste Antiestrogen mit keiner nen-

nenswerten agonistischen Aktivität. 

Im Vergleich dazu wurden, um auch die mögliche Xenoestrogen-vermittelte nicht-

genomische Wirkung von ER über den MAPK-Signalweg untersuchen zu können, SRBAs 

mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 durchgeführt. Der MEK1/2-Inhibitor U0126 (Cell Sig-

naling, Danvers, USA) ist ein hoch-selektiver Inhibitor der MAPK/Erk-Kinasen Mek1 und 

Mek2. Er verhindert damit die Phosphorylierung von ERK1/2 und somit deren Aktivierung 

bzw. die Transkription deren proliferationsfördernder Zielgene.  

Die Wachstumsraten wurden über einen Zeitraum von 96h unter dem Einfluss der Xenoestro-

gene (PCB153, p,p´DDE, ß-HCH), des Phytohormons Coumestrol sowie des 17ß-Estradiols 

(E2) in den physiologisch relevanten Konzentrationsbereichen von 10pg/ml-1µg/ml bzw. 

1pg/ml-1µg/ml bestimmt. Der Inhibitor ICI 182780 wurde in einer Endkonzentration von 

1µM, der Inhibitor U0126 als 3µM, beide in DMSO gelöst, eingesetzt. Alle Testansätze wur-

den in 24-Wellplatten (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) als Doppelbestimmungen 

durchgeführt und jeweils die entsprechende Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) als Negativkon-

trolle sowie eine Inhibitor- und unbehandelte Mediumkontrolle mitgeführt. Für alle Versuche 

wurden die Zellen jeweils mit einer Zellzahl von ca. 1,5x104 pro 24Well in 0,5ml Vollmedium 

angesetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Wellbelegung der Platten gleich war. Die 
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Zellen wurden über Nacht im Brutschrank bei 37°C kultiviert. Das Medium wurde am nächs-

ten Tag gegen 1ml hormonfreies Medium ausgetauscht und die Zellen r 24h vorinkubiert, 

bevor die Testsubstanz oder das Lösungsmittel appliziert wurde Nach Ablauf einer dreitägi-

gen Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und die Zellen vorsichtig mit 1xPBS 

gewaschen. Danach erfolgte eine Zellfixierung mit 200µl TCA (10% Trichloresssigsäure in 

A.dest.) pro Well für 30min bei 4°C. Anschließend wurden die Platten mehrere Male mit 

Aqua dest. gespült und über Nacht an der Luft getrocknet. Die SRB-Färbung der fixierten 

Zellen erfolgte mit 100µl 0,4% SRB-Lösung (in 1% Essigsäure) für 20min bei RT. Um unge-

bundenes SRB abzuwaschen, wurde solange mit 1% Essigsäure gespült, bis die Waschlösung 

wieder transparent war. Anschließend wurden der am Boden der Wells anhaftende Farbstoff 

und die Zellen mit je 200µl TRIS-Puffer (10mM TRIS-HCL, pH 10,5) gelöst. Nach 30min auf 

dem Schüttler erfolgte die photometrische Bestimmung der optischen Dichte bei einer Wel-

lenlänge von 570nm gegen eine Referenzwellenlänge von 620nm mit Hilfe eines Plattenlese-

Photometers Anthos 2020 (Biochrom, Cambridge, UK). Die Wachstumsraten der SRBA ohne 

bzw. mit Inhibitor wurden anhand der mindestens dreimal unabhängig voneinander durchge-

führten Versuche als Mittelwerte berechnet und für jede einzelne Testsubstanz jeweils zu-

sammen in einem Diagramm graphisch dargestellt. Die Standardabweichungen wurden je-

weils in den Diagrammen durch Fehlerbalken angegeben.  

 

2.5 Proliferationsassays  

2.5.1 Immuncytochemie des Proliferationsmarkers Ki67 (Ki67-Score) 

Mit Hilfe des monoklonalen Antikörpers Mib-1 (Dianova) wurde eine immuncytochemische 

Darstellung des rein im Kern exprimierten Proliferationsmarkers Ki67 durchgeführt. Die Dar-

stellung der Expression dieses Markers erfolgte in Zellen von Zelllinien unterschiedlicher 

Herkunft (Brust und Uterus) sowie unter Einfluss von zwei verschiedenen Testsubstanzen. 

Für diese Versuche kamen insgesamt drei verschiedene Zelllinien MCF7, hTERT-EEC und 

RLU95-2 zum Einsatz. Die für diesen Versuch ausgewählten und verwendeten Testsubstan-

zen waren zum einen das Xenoestrogen PCB153, zum anderen das Hormon E2 als Kontrolle, 

mit welchen die Zellen separat für 72h inkubiert wurden.  

Für die immuncytochemischen Färbungen wurden ca. 3x103 Zellen per Well auf speziellen 

12-Well-Objektträgern (Menzel; Braunschweig) aus Glas kultiviert. Das Anwachsen der Zel-

len auf den Wells erfolgte über Nacht im Vollmedium. Am nächsten Tag wurde dieses Medi-

um vorsichtig abgesaugt und durch hormonfreies Medium ersetzt, worin die Zellen mindes-

tens 12h lang vorinkubiert wurden. Danach erfolgte die Applikation der Testsubstanzen, wel-
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che in demselben gestippten Medium gelöst, tropfenförmig aufgetragen und die Objektträger 

in einer feuchten Kammer über einen Zeitraum von drei Tagen im Brutschrank bei 37°C in-

kubiert wurden. Nach Ablauf der 72-stündigen Inkubationszeit wurden die Objektträger aus 

dem Brutschrank entnommen, der Medienüberstand abpipettiert und zur Fixierung und Blo-

ckierung endogener Peroxidasen sofort die Fixierlösung (0,3%Wasserstoffperoxid in Metha-

nol) aufgetropft. Nach einer Einwirkzeit von 40min bei 4°C wurde 3x5min mit 1xPBS ge-

spült. Danach wurde die Blockierungslösung (1%BSA in 1xPBS), welche der Antikörperver-

dünnungslösung entsprach, aufgetragen und für 20min bei RT inkubiert, um unspezifische 

Bindungen zu blockieren. Nach Entfernen der Blockierungslösung wurde der Primärantikör-

per Mib-1 (1:10, Dianova) oder ein Kontrollansatz ohne Antikörper aufgetragen. Die Inkuba-

tion mit und ohne Antikörper erfolgte über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Am 

nächsten Tag wurde nach 3x5min Spülen mit 1xPBS der Sekundärantikörper (1:100, biotiny-

liertes Ziege anti-Maus IgG, Jackson Immuno Research), aufgetragen und für 1h im Brut-

schrank inkubiert. Danach wurde erneut 3x5min mit 1xPBS gespült und die Peroxidase-

konjugierte Streptavidin-Lösung (1:500 in A.dest., Jackson Immuno Research) zugegeben, 

welche 30min bei RT inkubiert wurde. Nach erneutem Waschen mit 1xPBS wurde das Chro-

mogen (NovaDetect AEC Substrate System, Dianova) nach Angaben des Herstellers aufge-

tragen und die Farbentwicklung beobachtet. Nach ca. 5-20min wurde der Farbstoff entfernt 

und die Zellen mit Aqua dest. gespült. Nach dieser Färbung erfolgte mit Hilfe von Hämatoxy-

lin eine Gegenfärbung der Zellkerne, wonach die 12-Well Objekträger schließlich mit einem 

Deckgläschen und Einbettungsmedium [2,4g Mowiol 4-98, 6g Glycerin, 12ml 0,2M Tris (pH 

8,5) und 6ml A.dest.] überschichtet und getrocknet werden konnten. Nachdem Aushärten der 

Objektträger über Nacht, wurden die angefärbten Zellenkerne mikroskopisch (Axioscop 40, 

Zeiss) mit einem Zellzähler ausgezählt und automatisch je nach Färbungsintensität erfasst. 

Die semiquantitative Auswertung der unterschiedlichen Färbungsintensitäten der nukleären 

Ki67-Expression der Zellen erfolgte durch Berechnung eines immuncytochemischen Scores 

(Ki67-Score). Der in dieser Arbeit verwendete Ki67-Score stellt eine modifizierte Kombinati-

on aus der von McCarty et al. für die ER-Expression bei Mammakarzinomen angewandten 

Berechnung (McCarty et al., 1986) des „histochemical score“ (HSCOREs), und der von Jiang 

et al. verwendeten Methode (Jiang et al., 2002), bei welchem vier Intensitätsstufen der Fär-

bung berücksichtigt werden, dar. Insgesamt wurden jeweils mindestens 4x100 Zellen pro An-

satz ausgezählt, wobei drei Färbungsintensitäten der Zellkerne bewertet und die Versuche je 

zweimal unabhängig voneinander wiederholt wurden. Die somit erhaltenen prozentualen 

Werte der einzelnen Färbungsintensitäten wurden jeweils mit einem Faktor von 1 für schwach 
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gefärbte Zellen bis 3 für stark gefärbte Zellkerne multipliziert und ergaben addiert die Ki67-

Scores, welche somit alle in einem Score-Bereich von 0-300 lagen. Die Formel zur Berech-

nung der Ki67-Scores lautete wie folgt: 

Ki67-Score = ΣPi (i+1) 
 

Pi= Anteil der Zellen pro Färbungsintensitätstufe (1=100 Zellen) 
i= Färbungsintensität von 1 bis 3 
1= schwach gefärbt 
2= normal gefärbt 
3= stark gefärbt 
 

2.5.2 Der 5-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU) Assay zur Bestimmung der Proliferation 

Zur Bestimmung der zellulären Proliferation wird häufig eine Analyse des Einbaus von radio-

aktiv-markierten Substanzen (3H-Thymidin) in die DNA oder der Abbau von Radioisotopen 

(51Cr) nach Zelllyse verwendet. Alternativ zum 3H-Thymidin-Einbau ist auch die Inkorporati-

on von 5-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU) ein häufig angewandte Methode zur Messung der 

DNA-Synthese und Zellproliferation in immunohisto- und zytochemischen Analysen. Zellen, 

welche BrdU in ihre DNA einbauen, können leicht mit Hilfe eines monoklonalen anti-BrdU-

Antikörpers detektiert und über einen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper identifiziert 

werden. 

Für diese Versuche wurde der nicht-radioaktive quantitative Proliferationstest 5-Bromo-2´-

deoxy-uridine Labeling and Detection Kit III (Roche) nach Angaben des Herstellers verwen-

det. Die Zellen der für diese Versuche exemplarisch ausgewählten Zelllinien MCF7 und 

MDA-MB-231, wurden in drei verschiedenen Zellzahlen (MCF7: 4,0x103; 8,0x103 und 

1,5x104 bzw. MDA-MB-231: 1.5x103; 4x103 und 8,0x103) auf 24-Well-Platten in hormon-

freiem Medium verteilt und über Nacht kultiviert. Am nächsten Tag wurden auf die Wells das 

Xenoestrogen PCB153 sowie als Positivkontrolle das Hormon E2 in jeweils drei Testkonzent-

rationen 10pg/ml, 1ng/ml und 100ng/ml appliziert sowie Lösungsmittel-, ER-Inhibitor ICI 

182780 und hormonfreies Medium als Kontrollen mitgeführt. Alle Ansätze wurden als Dop-

pelbestimmungen und in der gleichen Anordnung auf den 24-Well-Platten angefertigt. Die 

Inkubation der Testsubstanzen erfolgte über einen Zeitraum von drei Tagen (MCF7: 48h, 72h 

und 96h bzw. MDA-MB-231: 24h, 48h und 72h). 

Nach Ablauf der Inkubation wurde das Medium abgesaugt, mit 1xPBS gewaschen, die BrdU-

Labeling-Lösung (10µM) in die Wells gegeben und für 2,5h im Brutschrank inkubiert. Da-

nach wurde mit Medium gewaschen und die Zellen mit vorgekühlter Fixierlösung (0,5M HCL 

in 70% EtOH) für 30min bei -20°C fixiert. Anschließend wurden die Zellen für 30min mit 

einer Nuclease-Working-Solution (1:100) bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Nach einem 
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dreimaligen Waschschritt mit Medium wurde anschließend mit dem Primärantikörper (anti-

BrdU-POD-Fab fragments-working solution) erneut für 30min im Wasserbad inkubiert. Nach 

wiederholten Waschschritten mit einer Waschlösung (1:10), wurde das ABTS-Peroxidase-

Substrat mit Substrat-Enhancer appliziert und für 30min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit bzw. der Farbentwicklung wurden die Wells einzeln photometrisch mit Hilfe 

eines Photometers bei einer Wellenlänge von 405nm gemessen. Als Referenz diente das reine 

ABTS-Peroxidase-Substrat. Die gemessen Werte wurden mittels des Excel-Programmes gra-

phisch erfasst und die Standardabweichung der jeweiligen Testsubstanz als Fehlerbalken dar-

gestellt.  

 

2.6 Reportergenanalysen 

Als Reportergene versteht man DNA-Sequenzen, die aus einem induzierbaren bzw. konstitu-

tiven Promotorelement bestehen, welches die Expression eines messbaren Enzyms kontrol-

liert. Die Aktivitätsmessung des Reporterproteins erlaubt somit eine indirekte Bestimmung 

der Transkriptionsaktivität der Promotorsequenz unter bestimmten Bedingungen.  

In dieser Arbeit wurde ein Luziferase-Reportergensystem (Dual-Luciferase Reporter Assay 

System) von Promega verwendet. Dieses System ermöglicht Aktivitätsmessungen von zwei 

Luziferasen, einer Reporterluziferase [Firefly-Luziferase, einem Enzym des nordamerikani-

schen Leuchtkäfers (Photinus pyralis)] und einer Referenzluziferase [Renilla-Luziferase, ei-

nem Enzym der Seeanemone (Renilla reniformis)]. Die Genexpression der Reporterluziferase 

wird durch den zu analysierenden Promotorbereich kontrolliert, während die Genexpression 

der Referenzluziferase durch einen Promoter (SV40-Promotor) reguliert wird, dessen Aktivi-

tät relativ konstant ist. Die Referenzluziferase dient zum Ausgleich von unterschiedlichen 

Transfektionseffizienzen. Das Referenzluziferasegen befindet sich auf dem Plasmid pRL-

SV40 (Abb. 5.2.1 B), das der Reporterluziferase auf dem pGL3 Plasmid (Abb.5.2.1 A). Um 

herauszufinden, ob Xenoestrogene via genomischen, ER-abhängigem Mechanismus am „est-

rogen response element“ (ERE) binden und somit wie das Hormon E2 wirken können, wurde 

dem Reportergenplasmid pGL3 ein ERE dem Luziferasegen vorgeschaltet. Das auf diese 

Weise entstandene Plasmid mit Namen pERE wurde mir freundlicher Weise von Frau Dr. 

Silke Kietz (Karolinska Institut, Huddinge, Schweden) zur Verfügung gestellt.  
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Abb. 2.6.1 A und B: Schematische Darstellung der verwendeten Plasmide. Die in dieser Arbeit für 
Transfektions-veruche verwendeten Plasmide des Reportergenvektors pERE (A) sowie des Kontroll-
vektors pRL-SV40 (B) sind schematisch dargestellt. 
 

Bei der Umsetzung bestimmter Substrate durch Luziferase wird Licht erzeugt, das durch ein 

Luminometer gemessen werden kann Abb. 5.2.2. Die Quantität des erzeugten Lichtes kann 

als Maß für die Promotoraktivität benutzt werden. Gleichzeitig wurde untersucht ob die Xe-

noestrogen-vermittelte Bindung des ER am ERE durch den spezifischen ER-Inhibitor ICI 

182780 gehemmt werden konnte.   

 

 

 

A 

B 
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Abb. 2.6.2: Reaktionen der Firefly- und Renilla-Luziferase. 

 

2.6.1 Transiente Transfektion der Zellen mit Plasmiden 

Die beiden Plasmide pERE und pRL-SV40 wurden mit Hilfe von kationischer Lipiden in die 

Zellen kotransfiziert. Kationische Liposomen akkumulieren spontan mit Nukleinsäuren und 

bilden unilamellare Vesikel. Diese Vesikel fusionieren sodann mit der Zellmembran und ge-

langen via Endozytose in das Zytoplasma die Zellen (Felgner, 1987; Felgner and Ringold, 

1989). Die Bildung der Nukleinsäuren/Lipid-Komplexe wird durch ionische Wechselwirkung 

zwischen der positiv-geladenen Kopfgruppe der Lipide und der negativ-geladenen Phosphat-

gruppe der Nukleinsäuren vermittelt. Für eine gute Transfektion ist das Verhältnis zwischen 

Lipid und DNA einschneidend, wobei die Lipide immer im Überschuss zur DNA eingesetzt 

werden sollten. 

Für die Versuche wurden pro 24-Well je 8,0x104 MCF7-, hTERT-EEC-Zellen oder 6,0x104 

MDA-MB-231-Zellen über Nacht in 0,5ml hormonfreiem Medium kultiviert. Am nächsten 

Tag wurden  0,4ml hormonfreies Medium auf die Wells gegeben und der Transfektionsansatz 

angefertigt. Für den Transfektionsansatz wurden zuvor zwei Lösungen hergestellt. Für Lö-

sung 1 wurden 50µl hormon- und serumfreies Medium pro Well mit 500ng pERE und 30ng 

pRL-SV40 gemischt. Lösung 2 bestand aus 50µl hormon- und serumfreiem Medium und 

1,5µl Transfectin (Biorad). Lösungen 1 und 2 in einem Polysterenröhrchen vorsichtig zu-

sammen gemischt und für 20min bei RT unter sterilen Bedingungen inkubiert. Anschließend 

wurden vorsichtig 100µl Transfektionsansatz pro Well appliziert und für 6h auf den Zellen im 

Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Testsubstanzen PCB153 

und E2 (100ng/ml) allein und zusammen mit dem Inhibitor ICI 182780 sowie als Kontrolle 
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der reine ER-Inhibitor ICI 182780 (1µM) direkt in die Wells pipettiert, wobei auch entspre-

chende Lösungsmittelkontrollen (Vehicle) mitgeführt wurden. Die Testsubstanz-Inkubation 

erfolgte über einen Zeitraum von 24h unter normalen Zellkulturbedingungen.  

 

2.6.2 Luziferase Reporter Assay  

Nach Inkubation der transfizierten Zellen wurden Luziferase-Aktivitäten gemessen. Dazu 

wurden die Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen, mit 100µl passivem 1xLysepuffer versetzt 

und 15min bei RT auf dem Schüttler lysiert. Danach wurden 50µl LAR II (Luziferase-Assay-

Reagenz II), welches das Substrat der Firefly-Luziferase enthielt, in ein 6ml Reaktionsgefäß 

pipettiert, mit 10µl Zelllysat versetzt und im Luminometer (Sirius, Berthold Detektion Sys-

tem) gemessen. Anschließend wurden 50µl Stop&Glo-Reagenz zu diesem Ansatz dazu pipet-

tiert und die Aktivität der Renilla-Luziferase gemessen. Die Angabe der Lichtausbeute erfolg-

te in „relative light units“ (RLU). Zur Auswertung wurde die Firefly Luziferase-Aktivität ge-

gen die Renilla-Luziferase-Aktivität normalisiert. Als Kontrolle dienten die hormonfreien 

Lösungsmittelkontrollen (Vehicle). 

 

2.7 Proteinchemische Methoden 

2.7.1 Analyse des klassischen genomischen Estrogen-Signalweges  

Um untersuchen zu können, in wie weit sich verschiedene Konzentrationen von PCB153 

(10pg-1µg/ml) auf die Expression des ERα-Proteins auswirken, wurden Zellen der uterinen 

Zelllinie hTERT-EEC sowie der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 verwendet. Außerdem 

wurde der Einfluss von E2 (10pM), des reinen ER-Inhibitors ICI 182780 (1µM) allein sowie 

in Kombination mit PCB153 bzw. E2 in zwei verschiedenen Konzentrationen (100pg/ml und 

100ng/ml) auf die beiden gannaten Zelllinien und auf die ER-negative Brustkrebszelllinie 

MDA-MB-231 untersucht. Auch wurden wurden Lösungsmittelkontrollen, sowie unbehandel-

te Kontrollen mit gestripptem Medium mitgeführt.  

Die Zellen wurden vor den Versuchen mindestens 48h in den Zellkulturflaschen mit hormon-

freiem Medium vorinkubiert. Sobald ein ca. 90%-konfluentes Stadium erreicht war, wurden 

diese ausgezählt und in einer Zellzahl von 1x104 in 2ml hormonfreiem Medium auf Wells 

einer 6-Wellplatte verteilt. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit den Testsubstanzen be-

handelt. Nach 48h Inkubation wurde das Medium abgenommen, die Zellen einmal mit 1xPBS 

gewaschen und je Well mit 150µl 2xLämmli-Ladepuffer [5xLämmli-Ladepuffer: 3ml Tris-

HCl (1M pH 6.8), 4.5ml 20% SDS, 2.5ml Glycerin, 0.1g Bromphenolblau; mit Aqua 
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dest./Mercaptoethanol (10%) verdünnen) vollständig auf den 6Wells lysiert. Die Lagerung der 

Proteinlysate bis zur SDS-PAGE und Westernblotanalyse erfolgte bei -80°C. 

 

2.7.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Acrylamid ist ein Monomer und bildet in Gegenwart freier Radikale Polymere aus. In der 

Gegenwart von N,N´-Methylen-bisacrylamid kommt es zu einer Kettenreaktion, wobei Ac-

rylamid zu einer Gelmatrix, dem Polyacrylamid quervernetzt wird. SDS wird benutzt, um die 

Proteine zu denaturieren, was zur Entfaltung der  der Proteine führt. Da die Eigenladung der 

Proteine im Vergleich zur negativen Gesamtladung der SDS-Proteinkomplexe vernachlässig-

bar ist, können Proteine im SDS-Polyacrylamidgel nach Größe aufgetrennt werden. Zum 

Nachweis des 67kDa großen ERα-Proteins wurde ein 10%-ige SDS-Polyacrylamid-Trenngel 

[für 2 Trenngele: 5ml Acryl-Bisakrylamid-Mix, 5ml 1.5M Tris (pH 8.8), 0,2ml 10% SDS, 

0,2ml 10% Ammoniumpersulfat, 9,6ml Aquadest. und 0,008ml TEMED] hergestellt. Zur 

Konzentrierung der Proteine diente ein Sammelgel [für 2 Gele: 1ml Acryl-Bisacrylamid-Mix, 

1ml 1.5M Tris (pH 6.8), 0,08ml 10% SDS, 0,08ml 10% Ammoniumpersulfat, 5,8ml A.dest. 

und 0,008ml TEMED]. Vor dem Auftragen der Proben auf die Gele wurden die Proteine  

5min bei 90°C im Wasserbad zur vollständigen Denaturierung erhitzt. Anschließend wurden 

je 20µl der Proteinproben auf die fertigen Gele aufgetragen und für 1,5h bei 90V in 

1xLämmli-Laufpuffer [10xLämmli-Laufpuffer: 30.25g Tris, 144.25g Glycine, 10g SDS ad 1L 

Aqua.dest] vertikal aufgetrennt. Zusätzlich zu den Proben wurden 5µl eines „prestained“ EZ-

Run Protein Markers (Fischer Scientific) auf das Gel aufgetragen. 

 

2.7.1.2 Western Blot 

Die mittels Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden anschließend für 1h bei 100V 

auf eine Nylonmembran (Thermo Scientific) im Blot-Verfahren mittels eines Miniprotean 3-

Tank-Transferapparatur (BioRad) geblottet. Die transferierten Proteine wurden anschließend 

mit einer Ponceau-Lösung (1% Ponceau S, 7% Eisessig in Aqua.dest.) auf den Membranen 

angefärbt und zur Dokumentation fotografiert. Anschließend wurden die Membranen mit 5% 

Milch-1xTBST pH 7.4 [10xTBST: 80g NaCl, 30g Tris, 2g KCl ad 1l A.dest und 

0,05%Tween20] für 1h RT geblockt. Nach dem Blocken wurden die Membranen über Nacht 

mit dem monoklonalen Antikörper ERα 1:1000 (NCL-ER-66F11; Novo Castra) sowie dem β-

Actin 1:10000 (A5441; Sigma) in 3% BSA-TBS (ohne Tween) im Kühlschrank inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Membranen 3x5min mit 1xTBST pH 7.4 (mit 0,05%Tween) 

gewaschen und danach mit einem Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Ziege AntiMaus-
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Sekundärantikörper 1:5000 (A5278; Sigma) in 3% BSA-PBST (0,05% Tween) für 1h RT 

inkubiert. Danach wurden die Membranen 3x je 15min mit PBST (0,05%Tween20) gewa-

schen und die Proteinbanden mittels ECL Western Blotting Substrate (32209; Pierce; Thermo 

Scientific) auf Röntgenfilmen (CL-X Posure, Thermo Scientific) im Dunkelraum sichtbar 

gemacht. 

 

2.7.2. Analyse des unspezifischen, MAPK-vermittelten Signalwegs 

Die nicht-genomische E2-vermittelte Wirkungsweise von ER erfolgt über eine Phosphorylie-

rung des Serinrestes an der Aminosäure 118 und induziert die Aktivierung von  ERK1/2, wel-

che Proliferation und Differenzierung reguliert. 

Die Aktivierung von ERK1/2 erfolgt über eine spezifische Phosphorylierung zweier Amino-

säurereste (Thr-183 und Tyr-185) durch MEK1/2, einer spezifischen MAPKK. Durch den 

Einsatz des spezifischen MEK1/2 Inhibitors U0126 (Cell Signaling, Danvers, USA) kann die 

Aktivierung von ERK1/2 verhindert werden. 

Um herauszufinden, ob Xenoestrogene in der Lage sind, mit dem MAPK-Signalweg zu inter-

ferieren, wurden Zellen mit PCB153, p,p´DDE, βHCH, oder mit dem  Phytoestrogen Coum-

estrol oder mit E2 als Kontrolle in verschiedenen Konzentrationen (100pg/ml und 100ng/ml) 

mit und ohne den Inhibitor U0126 (3µM) inkubiert. Für diese Versuche wurden die Zellen auf 

Zellkulturschalen (Sarstedt) in einer Zellzahl von 1x106 in 10ml Vollmedium angesetzt. Am 

nächsten Tag wurde das Mediumg gegen 10ml hormonfreies Medium ausgetauscht. Nach 6h 

Präinkubation erfolgte die Exposition der Zellen mit den Testsubstanzen. Als Kontrollen dien-

ten mit gestripptem Medium inkubierte bzw. eine mit entsprechendem Lösungsmittel des Xe-

noestrogens behandelte Zellen. Nach 48h Inkubation wurde das Medium abgenommen, die 

Zellen einmal mit 1xPBS gewaschen und je Schale 1ml hormonfreies Medium mit 10% FKS 

zugegeben. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Untergrund vollständig abgelöst 

und in ein 2ml Eppendorfgefäß auf Eis überführt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation für 

ca. 10s pelletiert, der Überstand mit einer Pasteurpipette entfernt, das Zellpellet einmal mit 

1xPBS gewaschen und erneut kurz abzentrifugiert. Danach wurde der Überstand vorsichtig 

entfernt und die Zellen mit 150µl CAT-Lysepuffer (250mM TrisHCl, pH 7,5) durch vortexen 

lysiert. Zur vollständigen Lyse der Zellen wurden diese abwechselnd 5min auf Trockeneis 

und 2min in ein 37°C vorgeheizten Thermoblock gesetzt. Dieser Prozess wurde drei Mal wie-

derholt, wodurch es zum Aufplatzten der Zellen kam und ein Gesamtzellproteinextrakt ent-

stand. Abschließend wurden das Lysat 5min bei höchster Stufe und 4°C zentrifugiert und der 

daraus resultierende Überstand in ein neues 1,5ml Eppendoftgefäß überführt. Abschließend 



 3 Ergebnisse 

35 

wurde der Proteingehalt der Lysate mittels Bradfordanalyse (BioRad) und photometrischer 

Messung bei 595nm im Spektralphotometer ermittelt. Alle Proben wurden dann mit CAT-

Lysepuffer auf die gleiche Proteinkonzentration (1µg/1µl) eingestellt. 10µl Proteinproben 

wurden anschließend mit 5µl 4xAuftragspuffer [1M TrisHCl (pH 7,0), 10% SDS, 0,1% 

Bromphenolblau, 20% Glycerin, 5% Mercaptoethanol in Aqua.dest] gemischt und die auf-

tragsfertigen Proben bei -20°C im Tiefkühlschrank gelagert. Die SDS-PAGE und die Wes-

ternblotanalyse erfolgte wie unter 2.7.1.1 und 2.7.1.2 beschrieben, außer das als die Proteine 

auf  Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membranen (Millipore) transfiziert wurden. Vor dem Pro-

teintransfer wurde die PVDF-Membran durch 5min-Inkubation in Methanol aktiviert. Nach 

dem Transfer der Proteine wurde die Membran w mit 2% Milch-1xWaschpuffer [5,8g NaCl, 

10ml 1M TrisHCl (pH 7,5), 2ml 0,5M EDTA (pH 8,0) ad 1l A.dest und 0,05%Tween20] für 

10min bei RT geblockt. Zum Nachweis der ERK1/2-Aktivierung wurden die Primärantikör-

per Anti-ERK1/2- und Anti-Phospho-ERK1/2- (Cell Signaling) in einer 1:2000 Verdünnung 

verwendet. Als Sekundärantikörper diente ein Anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase-

konjugierter Antikörper (HRP-linked IgG, Cell Signaling), ebenfalls in einer 1:2000 Verdün-

nung. Die Detektion der 42 und 44 kDa großen PhosphoERK1/2- bzw. der ERK1/2-Proteine 

als Kontrolle erfolgte in weiteren Schritten wie unter 2.7.1.2 beschrieben. 

 

2.8 Quantitative RT-PCR-Analysen  

Zur Untersuchung des Einflusses von Xenoestrogenen auf die Expression bestimmter Gene, 

wurde die quantitative RT-PCR durchgeführt. Dafür wurden Zellen beider untersuchter Zell-

typen für 24h mit PCB153 und E2 gleicher Konzentration (100ng/ml) sowie mit ICI 187280 

(1µM) unter normalen Kulturbedingungen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde, 

wie im Kapitel 2.8.2 beschrieben, die Gesamt-RNA der Zellen isoliert sowie eine cDNA her-

gestellt (siehe 2.8.3).. Die für die qRT-PCR verwendeten Primer sind in der Tab. 2.6.1 aufge-

listet. 

 

2.8.1 Verwendete Primer 

Alle in diesem Kapitel verwendeten Primer wurden von MWG Biotech (Ebersfeld) oder Roth 

(Karlsruhe) bezogen. Bei der Auswahl der Primersequenzen wurde darauf geachtet, dass diese 

die Exongrenzen überspannen, um nur die Detektion der gesplicten mRNA zu ermöglichen. 

Im Falle der Bildung von Primer-Dimeren wurde der betroffene Primer ersetzt. Die Primerse-

quenzen sind in Tabelle 2.8.1 aufgeführt. Eine Erklärung der Gensymbole erfolgt im entspre-

chenden Ergebnisteil. 
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_________________________________________________________________________________________________________________ 

Gensymbol: Forwardprimer:  Reversprimer:   
(Sequenzen der Primer in 5´→ 3´ Richtung) 

 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC  
HPRT  GGACAGGACTGAACGTCTTGC TGAGCACACAGAGGGCTACAA  
ERα  ATCTGCAGGGAGAGGAGT TTCTCTTCCAGAGACTTC  
ERβ  CAAGAACCGGCGTAAAAGCT TCCTACTTCGTAACACTTGCGAAG  
AhR  TATCAGTGCCAGCCAGAACCT TTGTACTGCATCTGACCCACGT 

ARNT  CATGGCGGCGACTACTGCCA TGAAATTCCAGGTCCAGA  
GPR30 TTCCTCTCGTGCCTCTACACC GCCCACAAAGCCGATGG  
Ki67  AACTATTATTGATCGTTC TTGAGACACGACGTGCTG  
EGFR   AGTCGGGCTCTGGAGGAA TCTGATGATCTGCAGGTT  
MMP9  CCCGGACCAAGGATACAGTTT GGAATGATCTAAGCCCAGCG  
VEGF  AAGGAGGAGGGCAGAATCAT CACACAGGATGGCTTGAAGA  
CYP1A1 AGGACTAGGGCTGGAGTGAG CAAGCATGCAAGCTCAATG  
SOCS  CTCTCCTGGTTGGCTTCTTG GTGGCCACTCTTCAGCATCT  
COX-2  GCACCTTGCTGGCAGGGTT TCTGTACTGCGGGTGGAACAT  
PAI-1  GGCCATGGAACAAGGATGAGA GACCAGCTTCAGATCCCGCT  
uPA  ATTCCTGCCAGGGAGACTCAG CCAGTCAAAGTCATGCGGC  
___________________________________________________________________________ 
Tab. 2.8.1 Liste der für die qRT-PCR verwendeten Primer. Die vollständigen Genbezeichnungen 
der hier aufgelisteten Gensymbole wurden im entsprechenden Ergebnisteil (siehe 3.4) aufgelistet.  
 

2.8.2 Gesamt-RNA-Isolierung 

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem Total RNA Isolation Spin-Kit (AppliChem, Darmstadt) 

nach Angaben des Herstellers. Zellen wurden in Standardzellkulturschalen (100x20mm, 

Sarstedt) gezüchtet. Nach Entfernung des Medium wurden Zellen zweimal mit 1xPBS gewa-

schen. Danach wurden die Zellen mittels Zellschaber direkt in der Zellkulturschale mit 800µl 

Lysepuffer lysiert und in 1,5ml Eppendorfgefäße überführt. Zur vollständigen Lysierung wur-

de für 5min bei 50°C inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von je 200µl Chloroform 

mit sofortigem Vortexen der Proben für 20sec und anschließender Zentrifugation für 10min 

bei 14000rpm und 4°C. Während des Zentrifuationsschrittes wurden jeweils die mit 250µl 

Isopropanol gefüllten Eppendorfgefäße vorbereitet, in welche die wässrigen Phasen der Pro-

ben nach erfolgter Zentrifugation überführt wurden. Zur Ausfällung der Nukleinsäuren wur-

den die Proben mehrmals geschüttelt und auf Nukleinsäure-bindende Säulen gegeben. Es 

folgte eine erneute Zentrifugation für 1min bei 14000rpm bei RT. Danach wurden die Proben 

zweimal mit 700µl Waschlösung auf den Säulen gewaschen und erneut wie oben beschrieben 

abzentrifugiert. Zur Eluierung der RNA wurden die Säulen in ein neues 1,5ml Eppendorfge-

fäße überführt und mit je 25µl DEPC-behandeltem Aquadest. für 3min auf den Säulen bei RT 

inkubiert. Nach Inkubation erfolgte eine letzte Zentrifugation der Säulen für 1min bei 

14000rpm RTDie Konzentration der RNA wurde mit dem Photometer Ultrospec 1000 (Phar-
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macia Biotech) bestimmt. Die RNA-Proben wurden dafür zuvor mit Aquadest. 1:100 ver-

dünnt. Die Messung erfolgte bei 260nm in einer Quarzküvette, wobei ein OD260=1 einer 

RNA Konzentration von 40ng/µl entspricht. Zusätzlich wurde eine Messung bei 280nm 

durchgeführt. Der Quotient aus der gemessenen OD bei der Wellenlänge von 260nm und 

280nm zeigt eine eventuelle Proteinverunreinigung der RNA an, wobei der Quotient der ver-

wendeten RNA meist zwischen 1,7 und 2,0 lag.  

 

2.8.3 Agarose-Gelelektrophorese 

Um die RNA-Qualität zu überprüfen, wurde die RNA mit Hilfe einer Gelelektrophorese auf-

getrennt. Scharfe 28S- und 18S- rRNA Banden zeigten an, dass die RNA nicht degradiert war.  

Die Auftrennung der Gesamt-RNA nach Molekulargewicht erfolgte in einem 1 %-igen Aga-

rosegel in. Die 1xTAE-Puffer gelöst und. Die Gelelektrophorese erfolgte in einer horizontalen 

Elektrophoresekammer im 1xTAE-Laufpuffer bei 90 V für ca. 30 min.  

PCR-Produkte wurde in 1.8%igen Agarosegelen aufgetrennt. Als Größenmarker diente eine 

1kb DNA-Leiter (O´GeneRuler 50bp DNA Ladder, MBI Fermentas, St. Leon-Rot). Anschlie-

ßend wurde das Gel für 15min in Ethidiumbromidlösung (2µg/ml) inkubiert, gewaschen und 

fotografiert.  

 

2.8.4 cDNA-Synthese 

Für die cDNA-Synthese wurden die RNA-Proben auf eine Konzentration von 1µg/10µl ein-

gestellt Danach wurde jede Probe mit 1µl 10mM dNTP Mix (MBI Fermentas, St. Leon-Roth) 

1µl 25µM Random Nonamers (Sigma, Taufkirchen) 0,5µl RNAsin (Promega) und 0,5µl 

DEPC-behandeltem A.dest. auf versetzt, für 5min bei 65°C inkubiert und anschließend sofort 

im Eiswasser abgekühlt. Danach wurden 4µl 5x FirstStrand Buffer und 2µl 0.1M DTT hinzu-

gefügt. Anschließend erfolgte die Anlagerung der Primer (Annealing) während der Inkubation 

bei 25°C für 2min. Nach Zugabe von 1µl Superscript II RNase H̄ Reverse Transcriptase (In-

vitrogen, Karlsruhe) erfolgte die Synthese der cDNA durch sequentielle Inkubation bei 25°C 

für 10min, und 45°C für 50min. Anschließend wurde durch Inkubation bei 70°C für 15min 

die Synthese gestoppt. Die somit erhaltene cDNA wurde bis zur Verwendung bei -20°C gela-

gert.  

 

2.8.5 Quantitative Real-Time-Polymerase Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Die qRT-PCRs wurden mit Hilfe des Absolute QPCR SYBR Green Fluorescein Mix (Abge-

ne, Surrey,UK) durchgeführt. Dafür wurde für jeden 20µl Reaktionsansatz je 10µl SYBR 
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Green Fluorescein Mix, 2µl einer 1:20 verdünnten cDNA, 3µl Nuklease-freiem Wasser (Fer-

mentas) sowie je 2,5µl der jeweiligen Primerlösung (5pmol) gemischt, in entsprechende 8er 

Thermotubestreifen (PeqLab, Erlangen) gefüllt und in einem iCycler (Biorad, Hercules, Cali-

fornia, USA) inkubiert bzw. analysiert. Folgende Zyklen wurden durchgeführt: 

 

1. Initiale Denaturierung:  95°C 15min 
2. Denaturierung:    95°C 15s  
3. Annealing:     60°C 1min   40 Zyklen 
4. Elongation:     72°C 1min 
5. Kühlung:        4°C ∞ 

(Schmelzkurve: in 0,5 °C Schritten 5 sec je Schritt bis 99 °C) 

 

Jede Messung erfolgte als Doppelansatz. Die Ergebnisse wurden mit der iCycler iQ Optical 

System Software (Version 3.1) von Biorad analysiert. Der relative RNA-Gehalt der Proben 

wurde mit der Ct(2
-∆∆Ct)-Methode anhand der Ct-Werte der automatisch von der Software 

analysierten Treshold Cycles bestimmt. Die PCR-Produkte wurden gelegentlich nach einer 

qRT-PCR auf ein Agarose-Gel aufgetragen und zur Dokumentation fotografiert. Die zu jedem 

Primerpaar gehörige erhaltene Schmelzkurve aller PCR Produkte wurde nach erfolgter qRT-

PCR analysiert um eine eventuelle Bildung von Primer-Dimeren auszuschließen, da diese 

sonst das Ergebnis verfälschen würden.  

Zur Normalisierung wurden die beiden Housekeeping-Gene GAPDH (Glycerinaldehyd-3-

Phosphat-Dehydrogenase) und HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase) zur Norma-

lisierung eingesetzt. Es wurde der Mittelwert der jeweiligen Doppelansätze aus Gen (X) bzw. 

Normalisierungsgen (N) verwendet. Der Algorithmus lautete wie folgt: 

 1. (X1+X2) * ½ = X 

 2. (N1+N2) * ½ = N 

 3. Expression = 2-(X-N) 

 
2.9 Zweikammerfilter-Motilitätsassay  

Um herauszufinden, ob Xenoestrogene auch in der Lage sind die Motilität von Zellen erhö-

hen, wurde bei hTERT-EEC Zellen ein Zweikammerfilter-Motilitätsassay mit PCB153-, 

PCB126- und TCDD-Inkubationen durchgeführt.  

Hierfür wurden 12-Well Zellkulturplatten (Costar, Bodenheim) und Filtereinsätzen mit einer 

Polykarbonat-Filtermembran und einer Porengröße von 12µm eingesetzt. Die hTERT-EEC 

Zellen wurden 24h mit PCB153 (100ng/ml) in einer Zellkulturflasche präinkubatiert. An-

schließend wurden die Zellen in einer Zelldichte von 5x104 Zellen/Well auf die Filterinserts 

gegeben, wobei je drei Filtereinsätze wurden pro Testsubstanz verwendet wurden. Die Zellen 
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verblieben dann für weitere 18h in den Wells mit PCB153, PCB126 (beide 100ng/ml) und 

TCDD (10nM) in hormonfreiem Medium unter normalen Zellkulturbedingungen. Eine Kon-

trolle mit der entsprechenden Menge an Lösungsmittel wurde ebenfalls mitgeführt. Nach Ab-

lauf der Inkubationszeit wurden die die Filtereinsätze aus den Wells entnommen und die Zel-

len auf der oberen Seite des Filters mit einem Wattestäbchen vorsichtig entfernt. Nach dem 

Waschen der Filterunterseite mit gekühltem 1xPBS und überschüssigem PBS entfernt. Um-

gehend wurden die Filter sodann für 5min in PBS/Methanol und danach für weitere 15min in 

reinem Methanol fixiert. Anschließend wurden die an der Unterseite der Filtermembran fi-

xierten Zellen mit Toluidinblau (0,1% in 2,5% Natriumkarbonat) für 45min bei RT angefärbt. 

Anschließend wurden die Zellen auf den Membranen bei 40facher Vergrößerung im Mikro-

skop (Zeiss) gezählt, wobei jeweils fünf ausgezählte Flächen/Filter für jede Testsubstanz aus-

gezählt und die Anzahl der migrierten Zellen gegen die Filterfläche normalisiert wurden. Die 

Anzahl der mirgierten Zellen/Filter wurde mittles Excel-Programm für die jeweiligen 

Testsubstanzen zusammen dargestellt.  

 

2.10 Statistische Auswertungen 

Zur Bestimmung der signifikanten Abweichung zwischen den einzelnen Datenmengen wurde 

der Student‘s t-Test für unverbundene Stichproben bzw. ANOVA genutzt (* p < 0,05; ** p < 

0,001). Die Versuchswiederholungen der aufgeführten Experimente (n) sind jeweils in den 

Abbildungen mit angegeben. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Xenoestrogenwirkung auf Zellwachstum und Proliferation 

Estrogene besitzen wachstumstimulierende Wirkung auf ERα-exprimierende Zelllinien, wie 

MCF-7 Brustkrebszellen. Um zu testen, inwieweit die Xenoestrogene PCB153, p,p´DDE, β-

HCH und das Phytoestrogen Coumestrol ebenfalls das Wachstum und die Proliferation sol-

cher Zellen anregen, wurden Sulforhodamin B-Assays durchgeführt, der Status des Prolifera-

tionsmarkers Ki67 und der BrdU-Einbau in die DNA untersucht. Um die Beteiligung des ERs 

an einem möglichen wachstums- und proliferationsfördernden Effektes dieser Substanzen zu 

beurteilen, wurde in einem Parallelansatz die Aktivität von ER durch das Antiestrogen ICI 

182780 blockiert.  

 

3.1.1 Sulforhodamin B Assay (SRBA) mit dem ER-Inhibitor ICI 182780 

Der Einfluss von PCB153, p,p´DDE, β-HCH, Coumestrol und E2 in Gegenwart und Abwe-

senheit von ICI 182780 auf das Wachstum von Endometriumzellen (hTERT-EEC-Zellen, 

RLU95-2-Zellen und Primärzellen aus Endometriose-Explantaten) wurde untersucht. Das 

relative Zellwachstum wurde nach 96h mit Hilfe des Sulforhodamin B-Assays bestimmt.  

Die Zelllinie hTERT-EEC sprach generell auf alle getesteten Substanzen in Abwesenheit des 

Inhibitors ICI 182780 mit einer deutliche Zunahme des relativen Wachstums im Vergleich zur 

Lösungsmittelkontrolle an (Abb. 3.1.1.1 A-E). Die höchsten Wachstumssteigerungen ergaben 

sich durch Inkubation mit E2 (Abb. 3.1.1.1 E). Hierbei war das Wachstum über den gesamten 

getesteten Konzentrationsbereich von 1pg/ml-1µg/ml E2 signifikant auf einen ähnlichen Wert 

erhöht. Durch Koinkubation von E2 mit ICI 182780 konnte diese Wachstumszunahme ge-

hemmt werden. Das Ausmaß dieser Hemmung nahm mit steigender E2-Konzentration ab, 

was, auf eine kompetitive Hemmung des ERs durch ICI 182780 hinweist. Eine ähnlich hohe 

signifikante Wachstumssteigerung erzielte eine 96h Inkubation mit dem Xenoestrogen 

PCB153 (Abb. 3.1.1.1 A). Auch hier konnte das Wachstum durch Zugabe des ER-Inhibitors 

ICI 182780 gehemmt werden. Interessanterweise war diese Hemmung über den gesamten 

gemessen Konzentrationsbereich gleich stark. Das Xenoestrogen p,p´DDE erzeugte ebenfalls 

über den gemessenen Konzentrationsbereich eine Wachstumssteigerungen. Diese waren je-

doch aufgrund zu hoher Standardabweichungen statistisch nicht signifikant (Abb. 3.1.1.1 B). 

Auch diese Wachstumssteigerungen konnten durch ICI 182780 blockiert werden. Diese 

Hemmung war bei 100pg/ml p,p´DDE statistisch signifikant. Bei ß-HCH zeigten sich signifi-

kante wachstumssteigernde Effekte bei den Konzentrationen von 100ng/ml bis 1µg/ml. Diese 

Erhöhungen im Wachstum konnten durch den ER-Inhibitor signifikant gehemmt werden. 
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Auch das Phytoestrogen Coumestrol zeigte wachstumsfördernde Wirkung. Das Ausmaß die-

ser Wirkung änderte sich mit der Konzentration der Substanz. Die Dosis-Wirkungskurve 

scheint, anders als bei den anderen Substanzen, einen sigmoiden Verlauf zu nehmen (Abb. 

3.1.1.1 D). Auch die wachstumsfördernde Wirkung von Coumestrol konnte durch ICI 182780 

signifikant gehemmt werden. Diese Daten zeigen, dass die getesteten Xenoestrogene und das 

getestete Phytoestrogen ähnlich wie Estradiol das Wachstum der hTERT-EEC-Zellline in 

einer ER-abhängigen Weise stimuliert.  

Abb. 3.1.1.1 A-E: Relatives Wachstum nach Testsubstanzinkubation mit und ohne ICI 182780 
bei hTERT-EEC im SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von Zellen der aus primärem 
Endometrium generierten Zelllinie hTERT-EEC nach 96h Inkubation mit den Xenoestrogenen 
PCB153 (A), p,p´DDE (B), (C) β-HCH , dem Phytoestrogen Coumestrol (D) sowie mit E2 als Kon-
trolle (E) im Sulforhodamin B Assay (SRBA). Helle Balken entsprechen der Koinkubation der jewei-
ligen Testsubstanz mit dem ER-Inhibitor und ICI182780 im Vergleich zur Testsubstanzinkubation 
ohne Inhibitor (dunkle Balken). Alle Werte wurden relativ zum Kontrollwert (Vehicle=1) aufgetragen, 
zusätzlich wurden Kontrollen für den Inhibitor ICI182780 (1µM) sowie unbehandeltes, hormonfreies 
Medium mitgeführt (graue Balken). Statistisch signifikante Unterschiede der gemessenen Testsub-
stanzkonzentrationen gegenüber den jeweiligen Lösungsmittelkontrollen wurden direkt über dem Bal-
ken dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Testsub-
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stanzkonzentrationen mit Inhibitor gegenüber ohne diesem, wurden mit speziellen Klammern, welcher 
die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzw. ohne Inhibitor zusammenfassen, dargestellt, (n=3). 
 

Bei den Primärzellen aus Endometriose-Explantaten zeigten sich generell keine messbaren 

Wachstumsveränderungen durch die getesteten Substanzen (Abb. 3.1.1.2). Schwache, signifi-

kante Veränderungen zeigte sich bei diesen Zellen nur für das Phytoestrogen Coumestrol 

beim Vergleich Coumestrol gegenüber Coumestrol plus ICI 182780 (Abb. 3.1.1.2 D). Auch 

zwischen E2 und E2 plus ICI 182780 konnten vereinzelnd Unterschiede festgestellt werden 

(Abb. 3.1.1.2 E). 

Abb. 3.1.1.2 A-E: Relatives Wachstum nach Testsubstanzinkubation mit und ohne ICI 182780 
bei Zellen aus primären Endometriose-Explantaten im SRBA. Dargestellt wurde das relative 
Wachstum von Endometriose-Primärzellen nach 96h Inkubation mit den Xenoestrogenen PCB153 
(A), p,p´DDE (B), β-HCH (C), dem Phytoestrogen Coumestrol (D) sowie mit E2 als Kontrolle (E) im 
Sulforhodamin B Assay (SRBA). Helle Balken entsprechen der Koinkubation der jeweiligen Testsub-
stanz mit dem ER-Inhibitor ICI182780 im Vergleich zur Testsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunk-
le Balken). Alle Werte wurden relativ zum Kontrollwert (Vehicle=1) aufgetragen, zusätzlich wurden 
Kontrollen für den Inhibitor ICI182780 (1µM) sowie unbehandeltes, hormonfreies Medium mitgeführt 
(graue Balken). Statistisch signifikante Unterschiede der gemessenen Testsubstanzkonzentrationen 
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gegenüber den jeweiligen Lösungsmittelkontrollen wurden direkt über den Balken dargestellt (* p < 
0,05; ** p < 0,001), (n=5). 
 

Bei Zellen der Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2 zeigte sich nach 96h Testsubstanz-

einwirkung ein ähnliches Bild wie bei den Primärzellen aus Endometriose-Explantaten. Signi-

fikante Veränderungen des relativen Wachstums zeigten sich bei diesem Zelltyp bei bestimm-

ten Konzentrationen von p,p´DDE und E2 (Abb. 3.1.1.3 B und E).  

 
Abb. 3.1.1.3 A-E: Relatives Wachstum nach Testsubstanzinkubation mit und ohne ICI 182780 
bei RLU95-2 im SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von RLU-95-2 Zellen  nach 96h 
Inkubation mit den Xenoestrogenen PCB153 (A), β-HCH (B), p,p´DDE (C), dem Phytoestrogen Co-
umestrol (D) sowie mit E2 als Kontrolle (E) im Sulforhodamin B Assay (SRBA). Helle Balken ent-
sprechen der Koinkubation der jeweiligen Testsubstanz mit dem ER-Inhibitor ICI182780 im Vergleich 
zur Testsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunkle Balken). Alle Werte wurden relativ zu den Kon-
trollwerten (Vehicle=1) aufgetragen, zusätzlich wurden Kontrollen für den Inhibitor ICI182780 (1µM) 
sowie unbehandeltes, hormonfreies Medium mitgeführt (graue Balken). Statistisch signifikante Unter-
schiede der gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegenüber den jeweiligen Lösungsmittelkontrol-
len wurden direkt über dem Balken dargestellt (* p < 0,05). Statistisch signifikante Unterschiede der 
einzelnen Testsubstanzkonzentrationen mit Inhibitor gegenüber ohne diesem, wurden mit speziellen 
Klammern, welcher die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzw. ohne Inhibitor zusammenfassen, 
dargestellt, (n=3). 
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Dabei erwies sich auch bei diesem Zelltyp ICI 182780 hemmend auf die Effekte von 

p,p´DDE- und E2. Außerdem wirkte p,p´DDE bei einer Konzentration von 100pg/ml schwach 

wachstumsfördernd.  

 

3.1.2 Proliferationsverhalten unter Xenoestrogeneinfluss  

Der Einfluss der Xenoestrogene auf die Proliferation von Zellen wurde am Beispiel von 

PCB153 getestet. Zuerst wurde immuncytochemisch die Expression des Proliferationsmarkers 

Ki67 bei der Brustkrebszelllinie MCF7 sowie der uterinen Zelllinie hTERT-EEC analysiert. 

Durch Inkubation mit dem Xenoestrogen PCB153 bzw. des Hormons E2 als positive Kontrol-

le wurden Veränderungen in den Färbungsintensitäten dieses Markers gemessen. Anhand der 

Auszählung der unterschiedlich gefärbten Zellen war es möglich, den proliferativen Effekt der 

getesteten Substanzen mit Hilfe eines Ki67-Scores zu ermitteln (Kapitel 3.1.2.1). Anschlie-

ßend wurde mittels des nichtradioaktiven 5-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU) die DNA-Synthese 

unter Testsubstanzeinfluss bei zwei Mammakarzinom-Zelllinien, der ERα-positiven MCF7 

sowie der ERα-negativen MDA-MB-231 gemessen (Kapitel 3.1.2.2). 

 

3.1.2.1 Expression des Proliferationsmarkers Ki67  

3.1.2.1.1 Ki67-Expression in Brustkrebszellen bei An- und Abwesenheit von PCB153 

oder E2 

Zur Evaluierung des Einflusses von PCB153 und E2 auf die Ki67-Expression, wurden  die 

ERα und β positive Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 verwendet.  

Ki67 konnte im Kern von MCF-7 Zellen nachgewiesen werden. Nur wenige Zellen wurden 

waren deutlich Ki67-positiv. (Abb. 3.1.2.1.1.1). Ki67-positive Zellen gelten als proliferativ 

aktive Zellen. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 3.1.2.1.1.1: Immuncytochemische Darstellung des Proliferationsmarkers Ki67 in MCF7-
Zellen. Darstellung Ki67-positiver Zellkerne bei MCF7-Zellen nach Inkubation mit hormonfreiem 
Medium und Immuncytochemie mit dem monoklonalen Anti-Ki67 Primärantikörper Mib-1 (1:10; 
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Dianova). In der Negativkontrolle (kleines Bild) wurden Zellen unter gleichen Bedingungen behan-
delt, jedoch ohne Primärantikörper. Bei allen Zellen wurde mit Hämatoxylin eine Gegenfärbung der 
Kerne durchgeführt. (40xVergrößerung)  
 
Die im Kern von MCF7-Zellen immuncytochemisch nachgewiesene Proteinexpression von 

Ki-67 zeigte sich über den gesamten getesteten Konzentrationsbereich von PCB153 (10pg/ml-

1µg/ml) gegenüber der Lösungsmittelkontrolle erhöht. Dies spiegelte sich in signifikant er-

höhten Ki-67 Scores für die PCB153-Konzentrationen 100pg/ml, 100ng/ml und 1µg/ml wie-

der (Abb. 3.1.2.1.1.2 A). Auch bei der Positivkontrolle E2 war ein erhöhter Ki67-Score er-

kennbar (Abb. 3.1.2.1.1.2 B). Für PCB153 konnten insgesamt höhere Ki67-Scores als für E2 

gemessen werden. PCB153 hatte schon bei 100pg/ml einen großen Effekt auf die Zellen, was 

sich in einem hohen Ki67-Score zeigte. Selbst eine Erhöhung der PCB153-Konzentration auf 

1µg/ml brachte kaum eine weitere Erhöhung des Ki67-Scores. Bei der Positivkontrolle mit 

dem Hormon E2 wurde ein schwach-biphasischer Verlauf der Score-Zunahme mit Peaks bei 

100pg/ml (204,75) und 10ng/ml (205) verzeichnet (Abb. 3.1.2.1.1.2 B).  

 

Abb. 3.1.2.1.1.2 A und B:Ki67-Scores bei MCF7. Dargestellt sind die Ki67-Scores als Indikatoren 
für Proliferation bei der Brustkrebszelllinie MCF7 gemessen nach einer 72h Inkubation mit dem Xe-
noestrogen PCB153 (A, blau) sowie E2 (B, rot) als Positivkontrolle. Für beide Testsubstanzen 
PCB153 und E2 wurden innerhalb des in Zehnerpotenzschritten gemessenen Konzentrationsbereichs 
von 10pg/ml bis 1µg/ml sowohl eine Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) als auch eine unbehandelte 
Kontrolle mit hormonfreiem Medium (unbehandelt) mitgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede 
der gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) wurden 
direkt über dem Balken dargestellt (* p < 0,05), (n=2). 
 

3.1.2.1.2 Ki67-Expression nach Inkubation mit PCB153 und E2 in hTERT-EEC Zellen 

Zur Evaluierung einer möglicherweise durch Xenoestrogen- bzw. Hormonwirkung veränder-

ten Proliferation bei uterinen Zellen, wurde die Ki67-Expression nach 72h Inkubation mit 

dem Xenoestrogen PCB153 und E2 an der endometrialen Zelllinie hTERT-EEC untersucht. 

Die hTERT-EEC Zellen exprimieren beide Estrogenrezeptortypen und reagieren daher hor-

monsensitiv.  
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Ähnlich wie bei MCF-7 Zellen, ließen sich auch bei hTERT-EEC Zellen Ki67-positive Kerne 

nachweisen (nicht dargestellt). Auch hier waren die unterschiedlich stark proliferierenden 

Zellen, sehr gut durch ihre verschieden, intensiv rot gefärbten Zellkerne voneinander unter-

scheidbar, wodurch die Berechnung des der Ki67-Score auch in diesem Zelltyp gut möglich 

war. Die bei hTERT-EEC-Zellen gemessenen Ki67-Scores zeigten sich über den gesamten 

Konzentrationsbereich von 10pg/ml-1µg/ml sowohl bei PCB153 und über fast den gesamten 

Konzentrationsbereich bei der Positivkontrolle E2 erhöht (Abb. 3.1.2.1.2 A und B). Innerhalb 

der in Zehnerpotenzschritten gemessenen Konzentrationen für PCB153 verlief die Erhöhung 

des Ki67-Scores stufenweise. Hierbei wurde der signifikant höchste erreichte Score mit 195 

bei 100ng/ml PCB153 im Vergleich zum Score von 143,63 der Lösungsmittelkontrolle (Ve-

hicle) gemessen (Abb. 3.1.2.1.2 A). Der Verlauf der Score-Zunahme bei der Positivkontrolle 

E2 war deutlich biphasisch mit Peaks bei 10pg/ml (159,25) und 100ng/ml (196,25) verglichen 

zum Score des Vehicles von 137 (Abb. 3.1.2.1.2 B).  

 

Abb. 3.1.2.1.2 A und B: Ki67-Scores bei hTERT-EEC. Dargestellt sind die Ki67-Scores als Indika-
toren für Proliferation bei der uterinen Zelllinie hTERT-EEC gemessen nach einer 72h Inkubation mit 
dem Xenoestrogen PCB153 (A) und E2 (B) als Positivkontrolle. Für beide Testsubstanzen PCB153 
und E2 wurden innerhalb des in Zehnerpotenzschritten gemessenen Konzentrationsbereichs von 
10pg/ml bis 1µg/ml sowohl eine Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) als auch eine unbehandelte Kon-
trolle mit hormonfreiem Medium (unbehandelt) mitgeführt. Statistisch signifikante Unterschiede der 
gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) wurden 
direkt über dem Balken dargestellt (* p < 0,05), (n=2). 
 

3.1.2.2 BrdU-Assay 

Der Einbau des nichtradioaktiven 5-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU) in die DNA ist eine häufig 

angewandte Methode zum Nachweis der DNA-Synthese und Zellproliferation. Mit Hilfe des 

BrdU-Assays wurde der Einfluss von drei ausgewählten Konzentrationen PCB153 im Ver-

gleich zu E2 als Kontrolle bei MCF7 und MDA-MB-231 Brustkrebszelllinien analysiert.  



 3 Ergebnisse 

47 

Beim Betrachten des relativen BrdU-Einbaus in die DNA von MCF7-Zellen nach PCB153-

Inkubation im Vergleich zu E2, zeigten sich im Allgemeinen häufiger signifikante Verände-

rungen unter dem Einfluss von E2 (Abb. 3.1.2.2.1 A-F). Die im Vergleich zur Lösungsmittel- 

bzw. unbehandelten Kontrolle höchsten proliferativen Effekte, konnten durch eine 72-

stündige Inkubation von E2 bei allen drei untersuchten Zellzahlen gemessen werden (Abb. 

3.1.2.2.1 E: [1,16 für 4,0x103 bzw. 1,18 für 1,5x104 Zellen pro Well] bei 10pg/ml E2, [1,35 

für 4,0x103; 1,23 für 8,0x103 bzw. 1,2 für 1,5x104 Zellen pro Well] bei 1ng/ml E2 und [1,24 

für 4,0x103 bzw. 1,28 für 8,0x103 Zellen pro Well] bei 100ng/ml E2). Es konnten jedoch 

schon nach 48h Inkubation mit E2 schwache signifikante Proliferationssteigerungen gemessen 

werden (Abb. 3.1.2.2.1 D: [1,14 für 1,5x104 Zellen pro Well] bei 10pg/ml E2 und [1,16 für 

1,5x104 Zellen pro Well] bei 1ng/ml E2). Aber auch nach 96-stündiger E2-Inkubation war ein 

geringer wachstumsfördernder Effekt noch messbar (Abb. 3.1.2.2.1 F: [1,11 1,5x104 für Zel-

len pro Well] bei 10pg/ml E2 und [1,16 für 1,5x104 Zellen pro Well] bei 100ng/ml E2). 

Abb. 3.1.2.2.1 A-F: Relativer BrdU-Einbau in die DNA von MCF7 Zellen unter PCB153- und 
E2-Einfluss. Der Einbau des nichtradioaktiven 5-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU) in die DNA von 
MCF7-Zellen, wurde mit Hilfe eines monoklonalen anti-BrdU-Antikörpers detektiert und über einen 
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Enzym-konjugierten Sekundärantikörper gemessen (Roche). Die Zellen wurden in drei verschiedenen 
Zellzahlen (4,0x103; 8,0x103; 1,4x104 Zellen pro Well) eingesetzt und mit dem Xenoestrogen PCB153 
(blau, A-C) sowie mit dem Hormon E2 (rot, D-F) als Kontrolle über einen Zeitraum von 48-96h inku-
biert und analysiert. Alle Werte wurden relativ zur Lösungsmittelkontrolle aufgetragen (Vehicle=1). 
Statistisch signifikante Unterschiede der gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegenüber den 
jeweiligen Lösungsmittelkontrollen wurden direkt über dem Balken dargestellt (* p < 0,05), (n=3). 
 

Im Vergleich zu E2 wies die Inkubation der MCF7-Zellen mit dem Xenoestrogen 

PCB153eine messbare signifikante Erhöhung in ihrer DNA-Synthese erst nach 96h auf (Abb. 

3.1.2.2.1 C: [1,11 für 1,5x104 Zellen pro Well] bei 10pg/ml E2 und [1,16 für 4,0x103 Zellen 

pro Well] bei 100ng/ml E2). 

Die Inkubation der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 mit den Testsubstanzen PCB153 und 

E2 zeigte im Vergleich zur Lösungsmittel- bzw. unbehandelten Kontrolle geringe signifikante 

Veränderungen im BrdU-Einbau in die DNA dieser Zellen (Abb. 3.1.2.2.2 A-F). Hierbei er-

wies sich PCB153 als schwacher Induktor der Proliferation und führte nach 48 stündiger In-

kubation zu einer signifikanten Erhöhung des relativen BrdU-Einbaus (Abb. 3.1.2.2.2 B: 

[1,16 für 1,5x103 Zellen pro Well] bei 1ng/ml PCB153). 
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Abb. 3.1.2.2.2 A-F: Relativer BrdU-Einbau in die DNA von MDA-MB-231 Zellen unter PCB153- 
und E2-Einfluss. Der Einbau des nichtradioaktiven 5-Bromo-2´-Deoxyuridin (BrdU) in die DNA von 
MDA-MB-231-Zellen, wurde mit Hilfe eines monoklonalen anti-BrdU-Antikörpers detektiert und 
über einen Enzym-konjugierten Sekundärantikörper gemessen (Roche). Die Zellen wurden in drei 
verschiedenen Zellzahlen (1,5x103; 4,0x103 und 8,0x103 Zellen pro Well) eingesetzt und mit dem Xe-
noestrogen PCB153 (blau, A-C) sowie mit dem Hormon E2 (rot, D-F) als Kontrolle über einen Zeit-
raum von 24-72h inkubiert und analysiert, Alle Werte wurden relativ zur Lösungsmittelkontrolle auf-
getragen (Vehicle=1). Statistisch signifikante Unterschiede der gemessenen Testsubstanzkonzentratio-
nen gegenüber den jeweiligen Lösungsmittelkontrollen wurden direkt über dem Balken dargestellt (* p 
< 0,05), (n=3). 
 

Der durch ICI 182780 ausgelöste inhibierende Effekt auf das Xenoestrogen-vermittelte 

Wachstum im SRBA, die erhöhte PCB153-vermittelte Expression des Proliferationsmarkers 

Ki67, sowie der im BrdU-Assay nachweisbare proliferative Effekt der getesteten Substanzen, 

sowie der Fakt, dass PCB153 und E2 in den ausgelösten Effekten einander sehr ähnlich wa-

ren, lässt auf eine Beteiligung von ER (genomischer bzw. klassischer Weg) bei der Wirkung 

von Xenoestrogenen und speziell von PCB153 schließen. 

 

3. 2 Einfluss von PCB153 und E2 auf die ERE-abhängige Promotoraktivität 

Als nächstes wurde getestet, in wieweit Xenoestrogen den Estrogenrezeptor direkt aktivieren 

können und somit eine ERE-abhängige Transkription stimulieren. Dazu wurden Promotoras-

says mit ERE-abhängigen „cis-acting elements“ im Promotorbereich durchgeführt.  

MCF7, MDA-MB-231 und hTERT-EEC Zellen wurden mit einem Firefly-Luziferase-

Expressionskonstrukt, welches ein spezifisches „estrogen response element“ (ERE) enthielt 

sowie einem Renilla-Luziferase-Kontrollplasmid transfiziert und für 24h inkubiert. Anschlie-

ßend wurden die Aktivitäten der Firefly-Luziferase, deren Expression durch das ERE reguliert 

wird, gemessen, sowie die Aktivität der Renilla-Luziferase des Kontrollplasmids, deren Ex-

pression von einem konstitutiven SV40-Promotor abhing. Die Renilla-Luziferaseaktivität 

wurde zur Normalisierung der Firefly-Luciferaseaktivität benutzt. 

In den Zellen der beiden ERα und β positiven Zelllinien MCF7 und hTERT-EEC zeigte sich 

durch PCB153 eine 12- bis 14-fache bzw. 7- bis 11-fache Induktion der ERE-vermittelten 

Promotoraktivität nach 24-stündiger Inkubation mit 100pg/ml bzw. 100ng/ml PCB153 (Abb. 

3.2 A und C). Durch die Koinkubation von zwei verschiedenen PCB153-Konzentrationen mit 

dem ER-Inhibitor ICI 182780 konnte die Promotoraktivität vollständig gehemmt und sogar 

unter das Kontrollniveau herabgesetzt werden. Bei Inkubation der Zellen mit der Positivkon-

trolle E2 wurde im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) eine ca. 20- bzw. 13- bis 

15-fache Induktion der ERE-abhängigen Promotoraktivität gemessen (Abb. 3.2 A und C). 

Auch hier wurde durch Koinkubation mit dem Inhibitor ICI 182780 die relative Promotorak-
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tivität signifikant gehemmt. Die Unterschiede der für die einzelnen PCB153- und E2-

Konzentrationen gemessenen Promotoraktivitäten mit und ohne Beisein des Inhibitors ICI 

182780 waren signifikant. Diese Signifikanzen wurden in der Abb. 3.2 speziell mit Klammern 

dargestellt. Die Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor ICI 182780 allein zeigte ebenfalls 

eine deutliche Reduktion der ERE-Promotoraktivität verglichen zur Lösungsmittelkontrolle 

(Vehicle) bei beiden Zelltypen. Im Vergleich zu den beiden ER-positiven Zelllinien waren bei 

den Zellen der ERα-negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 PCB153, E2 und ICI 

182780 nicht in der Lage, eine Veränderung der basalen Promotoraktivität im Vergleich zur 

Lösungsmittelkontrolle hervorzurufen (Abb. 3.2 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.2 A, B und C: Basale ERE-Promotoraktivitäten (relative Luciferase-Aktivität, RLU) 
nach 24h Inkubation mit PCB153 und E2 im Reportergenassay. Dargestellt wurde die relative 
Promotoraktivität des „estrogen response elements“ (ERE), repräsentiert durch die in den Zellen ge-
messene relative Luciferase-Aktivität (RLU), nach 20h Inkubation mit PCB153 (blau) und E2 (rot) bei 
den Brustkrebszelllinien MCF7 (A) und MDA-MB-231 (B) sowie der uterinen, aus Primärzellen des 
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Endometriums generierten Zelllinie hTERT-EEC (C). E2 wurde als Positivkontrolle, der ER-Inhibitor 
ICI182780 (4µM) als Negativkontrolle eingesetzt. Helle Balken entsprechen der Co-Inkubation mit 
dem ER-Inhibitor ICI182780 (2nM) im Vergleich zur Testsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunkle 
Balken). Alle Werte wurden relativ und gegen das Lösungsmittel (Vehicle=1) aufgetragen, zusätzlich 
wurden Kontrollen für den Inhibitor ICI182780 sowie unbehandeltes, hormonfreies Medium mitge-
führt (graue Balken). Signifikanzen der einzelnen Konzentrationen im Vergleich zur Lösungsmittel-
kontrolle wurden direkt über den entsprechenden Balken dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Die 
Vergleichssignifikanzen der einzelnen Konzentrationen für PCB153 und E2 mit bzw. ohne dem Inhi-
bitor ICI 182780 wurden speziell mit Klammern dargestellt (n=3). 
 

Der Nachweis einer PCB153-vermittelten Induktion der Promotoraktivität an einem ERE und 

somit der Bindung eines wahrscheinlich PCB153-beladenen ER am „response elemt“ in ähn-

lichem Masse wie E2, sowie der Fakt, dass es zu keiner Testsubstanz-vermittelten Beeinflus-

sung der basalen Promotoraktivität bei der ERα-negativen Zelllinie MDA-MB-231 kommt, 

bestätigt die Vermutung, dass Xenoestrogene über den genomischen (klassischen) ER-

vermittelten Signalweg agieren können. 

 

 

3. 3 Xenoestrogenwirkung auf den unspezifischen, MAPK-vermittelten Signalweg 

Nachdem der mögliche Einfluss von Xenoestrogenen auf den genomischen (klassischen), ER-

vermittelten Signalweg untersucht wurde, sollten diese nun auf ihre Fähigkeit hin untersucht 

werden über dem MAPK-Signalweg zu agieren. Die nicht-genomische, E2-vermittelte Wir-

kungsweise von ER erfolgt über eine Phosphorylierung deren Serinreste 118 und induziert die 

Aktivierung der MAPK-Signaltransduktion an deren Ende, über diverse Phosphorylierungs-

schritte, die MAPK ERK1/2 phosphoryliert und aktiviert wird, welche schließlich die Gen-

transkription in Richtung Proliferation und Differenzierung initiiert. 

Die Aktivierung der MAPK ERK1/2 erfolgt über eine spezifische Phosphorylierung an Thr-

183 und Tyr-185 durch MEK1/2, einer spezifischen MAPKK. Durch den Einsatz des spezifi-

schen MEK1/2 Inhibitors U0126 kann die Aktivierung von ERK1/2 verhindert werden. 

U0126 wurde daher benutzt, um den Einfluss von ERK1/2 auf die wachstumsfördernde Wir-

kung von Xenoestrogenen zu untersuchen. Die Untersuchungen wurden an hTERT-EEC und 

MCF-7 Zellen durchgeführt. 
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3.3.1 Sulforhodamin B Assay (SRBA) mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 

Wie in Kapitel 3.1.1 bereits beschrieben, reagieren hTERT-EEC-Zellen nach 96h Inkubation 

mit PCB153, p,p´DDE, Coumestrol und E2 mit einer signifikanten Erhöhung ihrer Wachs-

tumsrate (Abb. 3.3.1.1 A-E). Das Wachstum der Zellen in Koinkubation mit dem Inhibitor 

führte zu einem allgemein geringeren Wachstum im Vergleich zum Wachstum ohne Inhibitor. 

Gegenüber der Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) war das Wachstum der Zellen in Anwesen-

heit der Testsubstanzen PCB153, p,p´DDE, Coumestrol und E2 plus Inhibitor für fast alle 

Konzentrationen statistisch signifikant. Das Xenoestrogen ß-HCH wies für geringe Konzent-

rationen (10pg-10ng/ml) keinen signifikanten jedoch für die höheren Konzentrationen von 

100ng-1µg/ml eine signifikante Zunahme des Wachstums auf. Ein statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen den einzelnen Testsubstanzkonzentrationen mit und ohne Inhibitor 

konnte allerdings nur vereinzelt festgestellt werden und ist in Abb. 3.3.1.1 A-E mit speziellen 

Klammern, welche die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzw. ohne Inhibitor zusam-

menfassen, dargestellt. Die Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor U0126 allein zeigte eine 

schwache Hemmung des Wachstums im Vergleich zur Lösungsmittlekontrolle (Vehicle). 

Abb. 3.3.1.1 A-E: Relatives Wachstum nach Testsubstanzinkubation mit und ohne U0126 bei 
hTERT-EEC im SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von Zellen der aus primärem En-
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dometrium generierten Zelllinie hTERT-EEC nach 96h Inkubation mit den Xenoestrogenen PCB153 
(A), p,p´DDE (B), β-HCH (C), dem Phytoestrogen Coumestrol (D) sowie mit E2 als Positivkontrolle 
(E) im Sulforhodamin B Assay (SRBA). Helle Balken entsprechen der Co-Inkubation der jeweiligen 
Testsubstanz mit dem MAPK-Inhibitor U0126 (3µM) im Vergleich zur Testsubstanzinkubation ohne 
Inhibitor (dunkle Balken). Alle Werte wurden relativ und gegen lösungsmittelbehandeltes, hormon-
freies Medium (Vehicle=1) aufgetragen, zusätzlich wurden Kontrollen für den Inhibitor ICI182780 
sowie unbehandeltes hormonfreies Medium mitgeführt (graue Balken). Statistisch signifikante Unter-
schiede der gemessenen Testsubstanzkonzentrationen gegenüber den jeweiligen Lösungsmittelkontrol-
len wurden direkt über dem Balken dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Statistisch signifikante Un-
terschiede der einzelnen Testsubstanzkonzentrationen mit Inhibitor gegenüber ohne diesem, wurden 
mit speziellen Klammern, welcher die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzw. ohne Inhibitor 
zusammenfassen, dargestellt, (n=3). 
 

MCF7-Zellen zeigten in den zwei exemplarisch mit PCB153 und E2 durchgeführten SRBA 

eine ähnliche Wachstumssteigerung im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle wie hTERT-

EEC-Zellen (Abb. 3.3.1.2). Auch hier konnte dieser wachstumsfördernde Einfluss durch 

Koinkubation der einzelnen Testsubstanzkonzentrationen mit U0126 partiell gehemmt wer-

den. Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Testsubstanzkonzentrationen mit 

und ohne U0126 konnte über fast den gesamten Konzentrationsbereich bei E2 verzeichnet 

werden. 

Abb. 3.3.1.2 A und B: Relatives Wachstum nach PCB153- und E2-Inkubation mit und ohne 
U0126 bei MCF7 SRBA. Dargestellt wurde das relative Wachstum von MCF7-Zellen nach 96h Inku-
bation mit dem Xenoestrogenen PCB153 (A) und E2 als Kontrolle (B) im Sulforhodamin B Assay 
(SRBA). Helle Balken entsprechen der Co-Inkubation der jeweiligen Testsubstanz mit dem MAPK-
Inhibitor U0126 (3µM) im Vergleich zur Testsubstanzinkubation ohne Inhibitor (dunkle Balken). Alle 
Werte wurden relativ und gegen lösungsmittelbehandeltes hormonfreies Medium (Vehicle=1) aufge-
tragen, zusätzlich wurden Kontrollen für den Inhibitor ICI182780 sowie unbehandeltes hormonfreies 
Medium mitgeführt (graue Balken). Statistisch signifikante Unterschiede der gemessenen Testsub-
stanzkonzentrationen gegenüber den jeweiligen Lösungsmittelkontrollen wurden direkt über dem Bal-
ken dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). Statistisch signifikante Unterschiede der einzelnen Testsub-
stanzkonzentrationen mit Inhibitor gegenüber ohne diesem, wurden mit speziellen Klammern, welcher 
die jeweilige Testsubstanzkonzentration mit bzw. ohne Inhibitor zusammenfassen, dargestellt, (n=3). 
 

 



 3 Ergebnisse 

54 

3.3.2. Xenoestrogeneinfluss auf die Proteinexpression von Phospho-ERK1/2 und ERK1/2  

Als nächstes wurde der Einfluss der Substanzen auf die Phosphorylierung (Aktivierung) von 

ERK1/2 anhand von MCF7, MDA-MB-231 und hTERT-EEC bestimmt. 

Der basale ERK1/2-Phosphorylierungsstatus in MCF7 und MDA-MB-231 Zellen ließ sich in 

der Westernblotanalyse gut darstellen (Abb. 3.3.2.1 A und B). Bei beiden Zelltypen zeigte die 

Inkubation mit PCB153 und E2 kaum eine Veränderung des ERK1/2-

Phosphorylierungsstatus. Erwähnenswert ist jedoch eine schwache Zunahme der ERK1/2-

Aktivität bei MDA-MB-231 durch PCB153 (100ng/ml) sowie eine schwache Reduktion die-

ser bei MCF7 durch E2 (100pg/ml) im Vergleich zu den beiden Kontrollen.  

Durch Zugabe des Inhibitors U0126 konnte die Phosphorylierung von-ERK1/2 bei allen drei 

untersuchten Zelllinien gehemmt werden.  

Eine Koinkubation von PCB153 (100ng/ml) mit U0126 (3µM) zeigte bei MDA-MB231 eine 

schwach erniedrigte und für PCB153 (100pg/ml) plus U0126, eine fast völlig gehemmte Ak-

tivierung von ERK1/2-. Ein umgekehrtes Bild zeigte sich bei diesen Zellen durch die Koinku-

bation von E2 und U0126. Hierbei wies E2 (100pg/ml) plus U0126 (3µM) eine schwach er-

niedrigte, E2 (100ng/ml) plus U0126 eine fast völlig herunter regulierte ERK1/2-Aktivität im 

Vergleich zu den Kontrollen (Vehicle und unbehandelt) auf. Die Koinkubation beider geteste-

ten PCB153- und E2-Konzentrationen mit U0126 führt bei MCF7-Zellen, ähnlich wie bei 

Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor allein, zu einer Hemmung der Phospho-ERK1/2-

Expression  

Die ERK1/2-Aktivität der hTERT-EEC-Zellen zeigte sich im Vergleich zu den beiden Brust-

krebszelllinien sensitiver. Die hTERT-EEC-Zellen wiesen in der Lösungsmittel- bzw. unbe-

handelten Kontrollen generell eine weniger hohe basale Phospho-ERK1/2-Aktivität als die 

Brustkrebszelllinien auf (Abb. 3.3.2.1 C). Eine 48-stündige Inkubation beider PCB-

Konzentrationen bzw. mit E2 100ng/ml resultierte in eine gesteigerte Phosphorylierung von 

ERK1/2 verglichen mit beiden Kontrollen (Vehicle und unbehandelt). Durch eine Koinkuba-

tion dieser Zellen mit den getesteten PCB153- und E2-Konzentrationen zusammen mit dem 

Inhibitor U0126, konnte die gesteigerte ERK1/2-Aktivität gehemmt werden.  
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Abb. 3.3.2.1 A-C: Phospho-ERK1/2bzw. ERK1/2 -Proteinexpression nach PCB153- und E2-
Inkubation mit und ohne U0126. Dargestellt ist die Proteinexpression von Phospho-ERK1/2- bzw. 
ERK1/2 als Kontrolle nach 48h Inkubation mit zwei verschiedenen Konzentrationen von PCB153 und 
E2 (100pg/ml und 100ng/ml) mit bzw. ohne Zugabe des Inhibitors U0126 (3µM) bei den Brustkrebs-
zelllinien MCF7 (A), MDA-MB-231 (B) sowie der uterinen Zelllinie hTERT-EEC (C). Bei der Inku-
bation der Zellen wurden außerdem eine Lösungsmittel (Vehicle)- bzw. eine hormonfreie Medium-
kontrolle (unbehandelt) mitgeführt. Für die Western Blot Untersuchungen wurden die monoklonalen 
Primärntikörper ERK1/2 (p44/42 MAP Kinase; Cell Signaling) bzw der Phospho-ERK1/2 (Phospho-
p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204); Cell Signaling) eingesetzt, wobei die unphosphorylierte Form 
als Kontrolle zur Phosphorylierten diente. 
 

Bei MCF7-Zellen zeigte die Inkubation mit ß-HCH generell eine Reduktion der ERK1/2-

Phosphorylierung (Abb. 3.3.2.2 A). Dabei zeigte sich, im Vergleich zur Lösungsmittelkon-

trolle, mit erhöhter Konzentration von ß-HCH eine schwächere ERK1/2-Phosphorylierung. 
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Durch Zugabe des Inhibitors zu beiden Konzentrationen konnte dieser Effekt verstärkt wer-

den. Der ERK1/2-Phosphorylierungsstatus nach p,p´DDE-Inkubation zeigte nur in Koinkuba-

tion mit U0126 Veränderungen. Hierbei reduzierte sich die ERK1/2-Aktivität bei erhöhter 

Konzentration von 10ng/ml p,p´DDE. Die Inkubation mit dem Phytoestrogen zeigte im Ver-

gleich zur Lösungsmittelkontrolle kaum eine Veränderung. Eine E2-Koinkubation mit U0126 

wies, wie erwartet, eine Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung auf.  

MDA-MB-231 Zellen, zeigten ähnliche Veränderungen in der-ERK1/2-Phosphorylierung 

durch die getesteten Substanzen Die Inkubation dieser Zellen mit ß-HCH zeigte für die Koin-

kubation beider getesteter Konzentrationen, zusammen mit dem Inhibitor U0126 eine Hem-

mung der ERK1/2-Aktivität. Die p,p´DDE-Inkubation in niedriger Konzentration (100pg/ml) 

wies eine auffallend hemmende Wirkung im Vergleich zur höheren Konzentration (10ng/ml) 

bzw. zur Lösungsmittelkontrolle auf. Eine Koinkubation beider p,p´DDE-Konzentrationen 

mit U0126 resultierte auch hier in einer Abschwächung der ERK1/2-Phosphorylierung. Die 

Koinkubation von Coumestrol bzw. E2, zusammen mit dem Inhibitor führte zur Absenkung 

der die ERK1/2-Aktivität. 

hTERT-EEC-Zellen wiesen in diesen Westernblot-Untersuchungen die meisten Phospho-

ERK1/2-Veränderungen durch die getesteten Substanzen auf (Abb. 3.3.2.2 C). Dabei senkte 

eine höhere Konzentration von ß-HCH (1µg/ml) die ERK1/2-Phosphorylierung ab und durch 

Zugabe des Inhibitors konnte dieser Effekt sogar verstärkt werden. Ein umgekehrtes Bild 

zeigte sich für p,p´DDE, wobei die hohe Konzentration von 100ng/ml die ERK1/2-Aktivität 

verstärkte und die Zugabe des Inhibitors zu dieser p,p´DDE-Konzentration die völlige Hem-

mung dieser Aktivität zur Folge hatte. Die Inkubation der Zellen mit dem Phytoestrogen Co-

umestrol (100ng/ml) bewirkte eine Absenkung der ERK1/2-Phosphorylierung, welche durch 

Zugabe des Inhibitors zusammen in dieser Konzentration noch weiter herabgesetzt werden 

konnte. Die Inkubation mit dem Kontrollhormon E2 zeigte, wie erwartet, eine erhöhte 

ERK1/2-Aktivität ohne Inhibitor und eine gehemmte Aktivität bei Koinkubation von E2 mit 

U0126. 
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Abb. 3.3.2.2 A-C: Phospho-ERK1/2- und ERK1/2-Proteinexpression nach Testsubstanzinkuba-
tion mit und ohne U0126. Dargestellt ist die Proteinexpression von Phospho-ERK1/2- bzw. ERK1/2 
als Kontrolle nach 48h Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen von ß-HCH, p,p´DDE, Coum-
estrol (Coum) sowie E2 als Kontrolle mit bzw. ohne Zugabe des Inhibitors U0126 (3µM) bei den 
Brustkrebszelllinien MCF7 (A), MDA-MB-231 (B) sowie der uterinen Zelllinie hTERT-EEC (C). Bei 
der Inkubation der Zellen wurden außerdem eine Lösungsmittel (Vehicle)- bzw. eine hormonfreie 
Mediumkontrolle (unbehandelt) mitgeführt. Für die Western Blot Untersuchungen wurden die mono-
klonalen Primärntikörper ERK1/2 (p44/42 MAP Kinase; Cell Signaling) bzw der Phospho-ERK1/2 
(Phospho-p44/42 MAP Kinase (Thr202/Tyr204); Cell Signaling) eingesetzt, wobei die unphosphory-
lierte Form als Kontrolle zur Phosphorylierten diente.48h Inkubation mit PCB153 und E2 bei MCF7, 
MDA-MB-231 und hTERT-EEC. 
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3.4 Einfluss von PCB153 und E2 auf die Proteinexpression von ER α 

Eine mögliche Veränderung der ERα-Proteinexpression durch PCB153 wurde in zwei ver-

schiedenen Zelllinien mittels Westernblotanalysen untersucht. Nach 48-stündiger Inkubation 

von hTERT-EEC und MCF7-Zellen mit PCB153 (100pg-1µg/ml) zeigten sich kaum Verände-

rungen der ERα-Proteinmenge im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Abb. 3.4 A und B). 

Bei Inkubation mit der Kontrolle E2 (10pM) zeigte sich bei beiden Zelltypen, eine schwache 

Abnahme der ERα-Proteinexpression.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.4 A und B: ERα-Proteinexpression bei MCF7 und hTERT-EEC im Western Blot. Darge-
stellt ist die Proteinexpression von ERα- bzw. ß-Aktin als Kontrolle nach 48h Inkubation mit ver-
schiedenen Konzentrationen von PCB153 (100p-1µg/ml), der Positivkontrolle E2 (10pM) bei der der 
Brustkrebszelllinie MCF7 (A) und der uterinen Zelllinie hTERT-EEC (B). Bei der Inkubation der 
Zellen wurden außerdem eine Lösungsmittel (Vehicle)- bzw. eine hormonfreie Mediumkontrolle (un-
behandelt) mitgeführt. Für die Western Blot Untersuchungen wurden die monoklonalen Primärntikör-
per Estrogen Receptor α (mouse ERα; # 6F11; Vector Laboratories) bzw. β-Actin (mouse; # A5441; 
Sigma) eingesetzt. 
 

 

Der durch U0126 ausgelöste dämpfende Effekt auf das Xenoestrogen-vermittelte Wachstum 

im SRBA bei hTERT-EEC und MCF7, die erhöhte PCB153-vermittelte Expression des 

Proliferationsmarkers Ki67, sowie der im BrdU-Assay nachweisbare proliferative Effekt der 

getesteten Substanzen, sowie der Fakt, dass PCB153 und E2 in den ausgelösten Effekten ei-
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nander sehr ähnlich waren, lässt auf eine Beteiligung von ER (genomischer bzw. klassischer 

Weg) bei der Wirkung von Xenoestrogenen und speziell von PCB153 schließen. 

 

3.5 Einfluss von PCB153 und E2 auf die Genexpression im Uterus 

Um einen möglichen Einfluss von Xenoestrogenen bzw. deren eventuell hervorgerufenen 

Veränderungen in frühen Krankheitsstadien bei uterinem Gewebe hinsichtlich gynäkologi-

scher Erkrankungen, wie z.B. Endometriose, zu untersuchen, wurde die Genexpression ver-

schiedener Faktoren in zwei unterschiedlichen Zelllinien analysiert. Hierbei sollte ein mögli-

cher Einfluss des Xenoestrogens PCB153 auf das gesunde Endometrium, repräsentiert durch 

die aus endometrialen Primärgewebe generierte Zelllinie hTERT-EEC, versus erkranktes En-

dometrium bei Endometriose, bei welchem Primärzellen aus Endometriose-Explantaten zum 

Einsatz kamen, näher untersucht werden. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf Hormon- 

und Xenobiotika-vermittelte Signalwege sowie auf relevante Faktoren für Proliferation und 

Gewebeumbau (tissue remodeling) gerichtet, wobei drei Primersets zum Einsatz kamen (Set 

1: verschieden E2-regulierte Faktoren; Set 2: AhR-reguliert Faktoren; Set 3: weitere relevante 

Faktoren für Proliferation und Gewebeumbau).  

 

3.5.1 Situation im gesunden Uterus (hTERT-EEC-Zellsystem) 

Der Einfluss von Xenoestrogenen auf die Expression verschiedener Gene im gesunden Uterus 

konnte mit Hilfe der durch Telomerase-Immortalisierung uteriner Primärzellen des Endomet-

riums etablierten Zelllinie hTERT-EEC (Hombach-Klonisch et al., 2005) untersucht werden. 

In den qRT-PCR-Experimenten wurden zunächst die basalen Expressionslevel der insgesamt 

15 untersuchten Faktoren in den hTERT-EEC Zellen unter normalen, unbehandelten und 

hormonfreien Kulturbedingungen analysiert. Die Expressionslevel sowie die für die Berech-

nung der Expressionslevel zugrundeliegenden ct-Werte sind als Mediane in Tabelle 3.5 aufge-

listet. Sie spiegeln umgekehrt proportional die angegeben Expressionswerte wider.  
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Tab. 3.5.1: Liste der Mediane und basalen Expressionslevel aller untersuchten Faktoren unter 
normalen, unbehandelten und hormonfreien Bedingungen bei hTERT-EEC Zellen nach qRT-
PCR. Aufgelistet wurden die Mediane sowie Mittelwerte der RNA-Expressionslevel aller untersuch-
ten Faktoren, welche jeweils mit den Housekeeping Genen GAPDH (A) und HPRT (B) normalisiert 
wurden. Die gemessenen Faktoren wurden hinsichtlich der drei eingesetzten Primersets (Set 1: ver-
schieden E2-regulierte Faktoren; Set 2: AhR-reguliert Faktoren; Set 3: weitere relevante Faktoren für 
Proliferation und Geweberegenerierung) in drei Untergruppen zusammengefasst (blau, rot, gelb), 
(n=2). 
 
Die untersuchten Gene zeigten, nach Verwendung der Housekeeping Gene GAPDH und 

HPRT zur Normalisierung, ein vergleichbares mRNA-Expressionsmuster (Abb. 3.5.1 A und 

B). In den hTERT-EEC-Zellen zeigte ERα den nennenswert höchsten gemessenen RNA-

Expressionslevel. Alle weiteren analysierten Gene zeigten eine deutlich niedrigere Expressi-

on. Fast keine messbare Expression zeigten die analysierten Gene EGFR, CYP1A1, MMP3 

und COX-2 in den hTERT-EEC Zellen. 

Faktoren: 
Median der 
ct-Werte: 

RNA-
Expressions-

level/ GAPDH 

RNA-
Expressions-
level/ HPRT 

Genbezeichnung 

ERα 26,9 0,0057 2,26 Estrogenrezeptor α 

ERβ 29,8 0,00073 0,28 Estrogenrezeptor β 

PROG-1 31,5 0,00061 0,23 Progesteron Rezeptor A 

GPR30 28,9 0,0013 0,52 G-Protein gekoppelter Rezeptor 30 

VEGF 31,1 0,00069 0,34 Vascular Endothelial Growth Factor 

SOCS3 30,9 0,00072 0,28 Suppressor of Cytokine Signaling 3 

AhR 28,5 0,0017 0,68 Arylhydrokarbonrezeptor 

ARNT 31,4 0,00030 0,11 Aryl Hydrocarbon Rezeptor Nuclear 
Translocator 

uPA 31,7 0,00048 0,23 Urokinase-Typ Plasminogen Activator 

PAI-1 32,3 0,00035 0,18 Plasminogenaktivator Inhibitor 1 

CYP1A1 35,1 0,000048 0,024 Cytochrom P450-1A1 

Ki67 29,5 0,00047 0,20 Proliferationsmarker Ki67 

EGFR 33,5 0,00013 0,064 Epidermal-Growth-Factor-Receptor 

COX-2 35,6 0,000023 0,0091 Cyclooxygenase-2 

MMP3 35,4 0,000033 0,013 Matrixmetalloprotease 3 
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Abb. 3.5.1.1 A und B: Darstellung der basalen Expressionslevel der untersuchten Faktoren un-
ter normalen, unbehandelten und hormonfreien Kulturbedingungen. Dargestellt wurden die Mit-
telwerte der RNA-Expressionslevel aller untersuchten Faktoren, welche jeweils mit den Housekeeping 
Genen GAPDH (A) und HPRT (B) normalisiert wurden. Die gemessenen Faktoren wurden hinsicht-
lich ihrer Aktivierung bzw. ihres Signalweges in drei Untergruppen zusammengefasst (blau, rot, gelb). 
(n=2) 
 
Nach Analyse der basalen RNA-Expressionen unter unbehandelten, hormonfreien Kulturbe-

dingungen, wurde der Einfluss einer ausgewählten Konzentration des Xenoestrogens PCB153 

(100ng/ml) sowie E2 (100ng/ml) und ICI 182780 (10nM) als Kontrollen unter selbigen Kul-

turbedingungen in den hTERT-EEC-Zellen untersucht. Die in jeweils drei Primersets unter-

suchten Gene [1.) verschieden E2-regulierte bzw. ERE-aktivierende Faktoren; 2.) AhR-

regulierte bzw. DRE/XRE-aktivierende Faktoren; 3.) weitere relevante Faktoren für Prolifera-

tion und Geweberegenerierung] innerhalb dieses Zelltyps, zeigten überwiegend eine Redukti-
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on der relativen mRNA-Expressionen der analysierten Gene nach PCB153- bzw. E2-

Behandlung im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) (Abb. 3.5.1.2-3.5.1.4).  

Die nach Normalisierung erhaltenen relativen Expressionswerte für GAPDH und HPRT der 

E2- und Xenoestrogenbehandlung innerhalb der untersuchten Gene waren dabei nicht immer 

auf gleichem relativen Expressionsniveau. Jedoch konnte überwiegend ein ähnlich mehr oder 

weniger signifikanter Trend beobachtet werden. 

Im ersten Primerset zur Untersuchung der verschieden E2-regulierten Faktoren konnte das 

Xenoestrogen PCB153 analog zu E2 die relative ERα-Expression signifikant im Vergleich zur 

Lösungsmittel (Vehicle) erniedrigen (Abb. 3.5.1.2 A). Das Antiestrogen ICI 182780 zeigte für 

die Normalisierung mit dem Housekeeping Gen GAPDH zwar eine geringe Erniedrigung der 

ERα-Expression, diese konnte jedoch für HPRT nicht bestätigt werden, wodurch der Einfluss 

von ICI 182780 auf die Expression von ERα nur schwach reprimierend bis unverändernd zu 

sein scheint. Ein ähnliches Bild, jedoch weniger signifikant, zeigte sich für GPR30 (Abb. 

3.5.1.2 D) sowie SOCS3 (Abb. 3.5.1.2 F). Weniger eindeutig war der Einfluss der getesteten 

Substanzen auf die Genexpression von ERβ (Abb. 3.5.1.2 B). Hierbei zeigte sich nur für E2 

eine signifikante Reduktion der gegen das Housekeeping Gen GAPDH normalisierten ERβ-

Expression im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle). Ebenso mehr oder wenig sig-

nifikant zeigte sich der reprimierende Trend von E2 und PCB153 auf die VEGF-Expression, 

welche darüber hinaus hohe Diskrepanzen zwischen den Werten für GAPDH und HPRT auf-

wies (Abb. 3.5.1.2 E). Ein verstärkender Einfluss von E2 und PCB153 auf die Expression des 

Progesteronrezeptors A (PROG-1) konnte durch die zu hohe Streuung innerhalb der beiden 

Versuchswiederholungen statistisch nicht untermauert werden (Abb. 3.5.1.2 C). Innerhalb der 

hierbei getesteten Substanzen zeigte sich nur das Antiestrogen ICI 182780 für GAPDH als 

statistisch relevanter Repressor der Progesteronrezeptor A-Genexpression. 
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Abb.: 3.5.1.2 A-F: Relative Expressionslevel verschiedener E2-regulierter Faktoren bei hTERT-
EEC Zellen. Dargestellt wurden die relativen Expressionslevel verschiedener E2-regulierter Faktoren 
bei hTERT-EEC Zellen nach 24h Inkubation mit E2, PCB153, ICI 182780 und unbehandeltem Medi-
um im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle=1) nach Normalisierung mit GAPDH und 
HPRT. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Lösungsmittelkontrollen und gemessenen 
Testsubstanzkonzentrationen wurden direkt über dem Balken bzw., falls für GAPDH und HPRT im 
gleichen signifikanten Rahmen, zusammenfassend in Klammern dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). 
[1. Primerset: Estrogenrezeptor α (ERalpha), Estrogenrezeptor β (ERbeta), Progesteronrezeptor A 
(PROG-1), G-Protein gekoppelter Rezeptor 30 (GPR30), Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor 
(VEGF), Suppressor des Zytokin Signaling (SOCS3)]. (n=2) 
 

Im zweiten Primerset zur Untersuchung AhR-regulierter Faktoren zeigte vor allem E2 eine 

signifikant reprimierende Wirkung auf die mRNA-Expression von ARNT, uPA, PAI-1 und 

CYP1A1 (Abb. 3.5.1.3 B, C, D und E) bzw. weniger signifikant aber mit dem gleichen repri-

mierenden Trend bei AhR (Abb. 3.5.1.3 A). Das Xenoestrogen PCB153 zeigte vor allem in 

Kombination mit HPRT eine signifikante Repression bei allen hier untersuchten Genexpressi-

onen. Das Antiestrogen ICI 182780 bewirkte wie E2 eine erheblich signifikante Erniedrigung 

der mRNA-Expression von ARNT. 
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Abb.: 3.5.1.3 A-E: Relative Expressionslevel verschiedener AhR-regulierter Faktoren nach 24h In-
kubation bei hTERT-EEC Zellen. Dargestellt wurden die relativen Expressionslevel verschiedener 
AhR-regulierter Faktoren bei hTERT-EEC Zellen nach 24h Inkubation mit E2, PCB153, ICI 182780 
und unbehandeltem Medium im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle=1) nach Normalisie-
rung mit GAPDH und HPRT. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Lösungsmittelkon-
trollen und gemessenen Testsubstanzkonzentrationen wurden direkt über dem Balken bzw., falls für 
GAPDH und HPRT im gleichen signifikanten Rahmen, zusammenfassend in Klammern dargestellt (* 
p < 0,05), [2. Primerset: Arylhydrokarbonrezeptor (AhR), AhR Nuclear Translocator (ARNT), Uroki-
nase-Plasminogen Activator (uPA), Urokinase Plasminogen Activator-Inhibitor 1(PAI-1), Cytochom 
P450-1A1 (CYP1A1)]. (n=2). 
 

Im dritten Primerset zur Untersuchung weiterer relevanter Faktoren für Proliferation und Ge-

weberegenerierung zeigten sowohl E2 als auch das Xenoestrogen PCB153 eine signifikante 

Steigerung der Ki67-Expression für GAPDH (Abb. 3.5.1.4 A). Diese Signifikanz konnte je-

doch für HPRT nicht bestätigt werden, welches an einer zu hohen Streuung innerhalb der bei-

den Versuchswiederholungen lag. Die EGFR-Expression wurde durch E2 und PCB153 erheb-

lich erniedrigt und auch das Antiestrogen ICI 182780 bewirkte eine geringe Senkung dieser 

(Abb. 3.5.1.4 B). Einen größeren Einfluss bewirkte das Antiestrogen bei COX-2, wobei die 
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relativen mRNA-Expressionswerte für GAPDH und HPRT signifikant erniedrigt vorlagen 

(Abb. 3.5.1.4 C). Das Xenoestrogen PCB153 war das einzige der getesteten Substanzen, wel-

ches einen signifikanten Einfluss auf die MMP3-Expression bewirkte (Abb. 3.5.1.4 D).  

 

Abb.: 3.5.1.4 A-D: Relative Expressionslevel weiterer relevanter Faktoren für Proliferation und 
Geweberegenerierung bei hTERT-EEC Zellen. Dargestellt wurden die relativen Expressionslevel 
weiterer relevanter Faktoren bei hTERT-EEC Zellen nach 24h Inkubation mit E2, PCB153, ICI 
182780 und unbehandeltem Medium im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle=1) nach Nor-
malisierung mit GAPDH und HPRT. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Lösungsmit-
telkontrollen und gemessenen Testsubstanzkonzentrationen wurden direkt über dem Balken bzw., falls 
für GAPDH und HPRT im gleichen signifikanten Rahmen, zusammenfassend in Klammern dargestellt 
(* p < 0,05). [3. Primerset: Proliferationsmarker Ki67 (Ki67), Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor 
(EGFR), Cyclooxigenase 2(COX-2), Matrixmetalloprotease 3 (MMP3)] (n=2). 
 

 
3.5.2 Situation bei Endometriose (Primärzellen aus Endometriose-Explantaten) 

Der Einfluss von Xenoestrogenen auf die Expression verschiedener Gene im Krankheitsfall 

bei Endometriose, wurde mit Hilfe von Primärzellen, welche bei operativen Eingriffen ent-

fernt und nach Aufarbeitung im Labor kultiviert und für diese Versuche eingesetzt wurden, 

untersucht. Außerdem sollten die erhalten Expressionswerte der hier untersuchten Faktoren 

zum Vergleich mit der Situation im gesunden Uterus, welches mittels hTERT-EEC-

Zellsystem untersucht wurde, dienen (siehe vorheriges Kapitel 3.5.1). In den qRT-PCR-

Experimenten wurden auch hier zunächst die basalen Expressionslevel der insgesamt 15 un-

tersuchten Faktoren in den Primärzellen unter normalen, unbehandelten und hormonfreien 
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Kulturbedingungen analysiert. Die basalen Expressionslevel sowie die für die Berechnung der 

Expressionslevel zugrundeliegenden ct-Werte sind als Mediane in Tabelle 3.5.2 aufgelistet. 

Sie spiegeln umgekehrt proportional die angegeben Expressionswerte aus den qRT-PCRs 

wider.  

 
Tab. 3.5.2.1: Liste der Mediane und basalen Expressionslevel aller untersuchten Faktoren unter 
normalen, unbehandelten und hormonfreien Bedingungen bei Primärzellen aus Endometriose-
Exüplantaten nach qRT-PCR. Aufgelistet wurden die Mediane sowie Mittelwerte der RNA-
Expressionslevel aller untersuchten Faktoren, welche jeweils mit den Housekeeping Genen GAPDH 
(A) und HPRT (B) normalisiert wurden. Die gemessenen Faktoren wurden hinsichtlich der drei einge-
setzten Primersets in drei Untergruppen zusammengefasst (blau, rot, gelb), (n=3). 
 

Die untersuchten Gene zeigten nach Verwendung der Housekeeping Gene GAPDH und 

HPRT zur Normalisierung ein ähnliches mRNA-Expressionsmuster (Abb. 3.5.2.1 A und B). 

Im Vergleich waren hier die basalen Expressionen für COX-2, AhR, SOCS3 und ERβ nach 

Normalisierung mit GAPDH und HPRT jedoch divergent im Vergleich dieser. In den endo-

metrialen Primärzellen zeigte PAI-1 die nennenswert höchsten gemessenen RNA-

Expressionslevel. Alle weiteren analysierten Gene zeigten eine deutlich niedrigere Expressi-

on. Eine sehr geringe Expression zeigte sich in diesen Zellen für die gemessenen Faktoren 

ERα, CYP1A1, Ki67, PROG und ARNT. 

 

Faktoren: 
Median der 
ct-Werte: 

RNA-
Expressions-

level/ GAPDH 

RNA-
Expressions-
level/ HPRT 

Genbezeichnung 

ERα 36,1 0,000009 0,0092 Estrogenrezeptor α 

ERβ 28,8 0,0013 1,16 Estrogenrezeptor β 

PROG-1 31.8 0,00034 0,06 Progesteron Rezeptor A 

GPR30 30,0 0,00065 0,67 G-Protein gekoppelter Rezeptor 30 

VEGF 29,7 0,0015 0,95 Vascular Endothelial Growth Factor 

SOCS3 29,4 0,0036 0,68 Suppressor of Cytokine Signaling 3 

AhR 27,2 0,0041 4,35 Arylhydrokarbonrezeptor 

ARNT 31,4 0,0003 0,21 Aryl Hydrocarbon Rezeptor Nuclear 
Translocator 

uPA 29,0 0,002 1,39 Urokinase-Typ Plasminogen Activator 

PAI-1 22,6 0,17 100,34 Plasminogenaktivator Inhibitor 1 

CYP1A1 35,2 0,000031 0,022 Cytochrom P450-1A1 

Ki67 32,4 0,00012 0,15 Proliferationsmarker Ki67 

EGFR 28,4 0,0031 1,96 Epidermal-Growth-Factor-Receptor 

COX-2 26,8 0,012 1,96 Cyclooxygenase-2 

MMP3 29,6 0,0015 0,30 Matrixmetalloprotease 3 
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Abb. 3.5.2.1 A und B: Darstellung der basalen Expressionslevel der untersuchten Faktoren un-
ter normalen, unbehandelten und hormonfreien Kulturbedingungen bei Primärzellen aus En-
dometriose-Explantaten. Dargestellt wurden die Mittelwerte der RNA-Expressionslevel aller unter-
suchten Faktoren, welche jeweils mit den Housekeeping Genen GAPDH (A, blau) und HPRT (B, 
grün) normalisiert wurden. Die gemessenen Faktoren wurden hinsichtlich ihrer Aktivierung bzw. ihres 
Signalweges in drei Untergruppen zusammengefasst (blau, rot, gelb), (n=3). 
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Nach Analyse der basalen RNA-Expressionen unter unbehandelten, hormonfreien Kulturbe-

dingungen, wurde auch hier der Einfluss einer ausgewählten Konzentration des Xenoestro-

gens PCB153 (100ng/ml) sowie E2 (100ng/ml) und ICI 182780 (10nM) als Kontrollen unter 

selben Kulturbedingungen in endometrialen Primärzellen untersucht. 

Die ebenfalls in jeweils drei Primersets untersuchten Gene [1. verschieden E2-regulierte bzw. 

ERE-aktivierende Faktoren; 2. AhR-regulierte bzw. DRE/XRE-aktivierende Faktoren; 3. wei-

tere relevante Faktoren für Proliferation und Geweberegenerierung] innerhalb dieses Zelltyps, 

zeigten auch hier im allgemeinen mehr Reduktionen in den analysierten relativen mRNA-

Expressionen der untersuchten Gene nach 24 stündiger Testsubstanzinkubation im Vergleich 

zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) (Abb. 3.5.2.2-3.5.2.4). Die nach Normalisierung erhal-

tenen Expressionswerte für GAPDH und HPRT der E2- und Xenoestrogenbehandlungen in-

nerhalb der untersuchten Gene zeigten auch in diesem Zelltyp nicht immer vergleichbare rela-

tive Expressionsniveaus. 

Im ersten Primerset zur Untersuchung verschiedener E2-regulierter Faktoren, zeigten sich die 

größten signifikanten Veränderungen für SOCS3 (Abb. 3.5.2.2 F). Hierbei wurde die mRNA-

Expression von SOCS3 durch E2 signifikant gedrosselt. Für PCB153 zeigte sich ein ähnli-

ches, jedoch weniger signifikantes Bild. Das Antiestrogen ICI 182780 bewirkte hingegen eine 

geringe Erhöhung der SOCS3-Expression, welche jedoch nur für GAPDH signifikant war. 

Die Expression von PROG und GPR30 wurde signifikant von sowohl E2 als auch durch das 

Xenoestrogen PCB153, jedoch mit nur einem der beiden Normalisierungsgene, erniedrigt 

(Abb. 3.5.2.2 C und D). Die PROG-Expression schien durch das Lösungsmittel DMSO 

(0,2%) gering beeinflusst worden zu sein, da die relative mRNA-Expression von PROG in der 

unbehandelte Mediumkontrolle im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) geringfü-

gig erhöht vorlag. Die Expression von ERβ zeigte sich durch E2 und PCB153 im entgegenge-

setzten Masse beeinflusst (Abb. 3.5.2.2 B). Dabei wurde, signifikant für je eines der beiden 

Normalisierungsgene, mit E2 eine Erniedrigung und PCB153 eine Erhöhung der ERβ-

Expressionslevel gemessen. Wenig oder kaum einen Einfluss der Testsubstanzen zeigte sich 

für die Expression von ERα (Abb. 3.5.2.2 A), welches jedoch an der geringen Expression 

dieses Faktors in endometrialen Primärzellen gelegen haben könnte. Keine signifikanten Ver-

änderungen zeigten die getesteten Substanzen auf die VEGF-Expression (Abb. 3.5.2.2 E). 
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Abb. 3.5.2.2 A-F: Relative Expressionslevel verschiedener E2-regulierter Faktoren bei Primär-
zellen aus Endometriose-Explantaten. Dargestellt wurden die relativen Expressionslevel verschie-
dener E2-regulierter Faktoren bei primären Endometriosezellen nach 24h Inkubation mit E2, PCB153, 
ICI 182780 und unbehandeltem Medium im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle=1) nach 
Normalisierung mit GAPDH und HPRT. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Lö-
sungsmittelkontrollen und gemessenen Testsubstanzkonzentrationen wurden direkt über dem Balken 
bzw., falls für GAPDH und HPRT im gleichen signifikanten Rahmen, zusammenfassend in Klammern 
dargestellt (* p < 0,05; ** p < 0,001). [1. Primerset: Estrogenrezeptor α (ERalpha), Estrogenrezeptor β 
(ERbeta), Progesteronrezeptor A (PROG-1), G-Protein gekoppelter Rezeptor 30 (GPR30), Vaskulärer 
Endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), Suppressor des Zytokin Signaling (SOCS3)]. (n=2) 
 
Im zweiten Primerset zur Untersuchung AhR-regulierter Faktoren zeigte vor allem uPA die 

meisten signifikanten Veränderungen in der mRNA-Expression durch die getesteten Substan-

zen (Abb. 3.5.2.3). In diesem Zusammenhang rief das Antiestrogen ICI 182780 eine nen-

nenswerte Steigerung der uPA-Expression hervor (Abb. 3.5.2.3 C). 

Auch E2 schien hierbei einen geringen steigernden Effekt auf die uPA-Expression gehabt zu 

haben. Im Gegensatz dazu zeigte das Xenoestrogen PCB153 einen schwach repressorischen 

Einfluss auf die uPA-Expression im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle). Weitere 

signifikant reprimierte relative mRNA-Expression wurden bei AhR für E2, PCB153 und ICI 
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182780 mit jedoch nur geringer Signifikanz gemessen (Abb. 3.5.2.3 A). Die ARNT-

Expression wurde durch PCB153 nur in geringem Maße, jedoch durch ICI 182780 stark er-

niedrigt (Abb. 3.5.2.3 B). Im Gegensatz dazu führte das Antiestrogen bei PAI-1 zu einer Stei-

gerung der relativen mRNA-Expression (Abb. 3.4.2 L). Die CYP1A1-Expression wies einen 

wenig signifikanten, reprimierenden Trend durch die Testsubstanzen PCB153 und E2 auf 

(Abb. 3.5.2.3 E). Alle genannten Expressionsveränderungen waren jedoch nur für einen der 

beiden, GAPDH- oder HPRT-Werte signifikant. 

Abb.: 3.5.2.3 A-E: Relative Expressionslevel verschiedener AhR-regulierter Faktoren bei Pri-
märzellen aus Endometriose-Explantaten. Dargestellt wurden die relativen Expressionslevel ver-
schiedener AhR-regulierter Faktoren bei primären Endometriosezellen nach 24h Inkubation mit E2, 
PCB153, ICI 182780 und unbehandeltem Medium im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehic-
le=1) nach Normalisierung mit GAPDH und HPRT. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen 
den Lösungsmittelkontrollen und gemessenen Testsubstanzkonzentrationen wurden direkt über dem 
Balken dargestellt (* p < 0,05). [2. Primerset: Arylhydrokarbonrezeptor (AhR), AhR Nuclear Trans-
locator (ARNT), Urokinase-Plasminogen Activator (uPA), Urokinase Plasminogen Activator-Inhibitor 
1(PAI-1), Cytochom P450 Monooxygenase 1A1 (CYP1A1)]. (n=3). 
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Das dritte Primerset zur Untersuchung weiterer relevanter Faktoren für Proliferation und Ge-

weberegenerierung zeigte tendenziell einen verstärkenden Einfluss von E2 und PCB153 auf 

die Expression von Ki67und COX-2 (Abb. 3.5.2.4 A und C). Das Antiestrogen ICI 182780 

verursachte in diesem Zusammenhang eine Repression der Expression dieser beiden Faktoren. 

Wenig Klarheit ergaben die für die Testsubstanzen gemessenen Unterschiede bei EGFR und 

MMP3 (Abb. 3.5.2.4 B und D). Hierbei zeigten sich große Unterschiede zwischen den einzel-

nen GAPDH- und HPRT-Werten einer Testsubstanz bzw. ein möglicherweise geringer Ein-

fluss des Lösungsmittels DMSO (0,2%) für den zuletzt genannten Faktor (Abb. 3.4.2 D). 

 

Abb.: 3.5.2.4 A-D: Relative Expressionslevel weiterer relevanter Faktoren für Proliferation und 
Geweberegenerierung bei Primärzellen aus Endometriose-Explantaten. Dargestellt wurden die 
relativen Expressionslevel weiterer relevanter Faktoren bei primären Endometriosezellen nach 24h 
Inkubation mit E2, PCB153, ICI 182780 und unbehandeltem Medium im Vergleich zur Lösungsmit-
telkontrolle (Vehicle=1) nach Normalisierung mit GAPDH und HPRT. Statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen den Lösungsmittelkontrollen und gemessenen Testsubstanzkonzentrationen wurden 
direkt über dem Balken dargestellt, (* p < 0,05). [3. Primerset: Proliferationsmarker Ki67 (Ki67), Epi-
dermaler Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR), Cyclooxigenase 2(COX-2), Matrixmetalloprotease 3 
(MMP3)] (n=3). 
 

Bei Gegenüberstellung der aus den qRT-PCR-Experimenten erhaltenen Ergebnisse, fiel auf, 

dass die durch E2 und PCB153 hervorgerufenen Genexpressionsveränderungen in beiden 

untersuchten Zellsystemen sehr ähnlich waren. Beide Substanzen führten meist gemeinsam zu 
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einer Induktion, Repression oder keiner Veränderung des jeweiligen Faktors (siehe Über-

sichtstabelle 4.3), was auf eine potente estrogene Wirkung von PCB153 schließen lässt.  

Es scheint, dass PCB153 durch Repression multipler Gene und Verschiebung des endokrinen 

Gleichgewichtes im gesunden Endometriumgewebe wichtige physiologische Prozesse wie 

Angiogenese, Gewebeumbau („tissue remodeling“), Migration und Invasivität bzw. Prolifera-

tion sukzessive stört und das diese verändernden Prozesse auch bei erkranktem Endometrio-

segewebe durch PCB153-Einwirkung weiter fortgeführt werden. Endometriosegewebe rea-

giert jedoch aufgrund seiner ohnehin schon endokrin-disruptierten Eigenschaften weniger 

sensitiv auf PCB153 bzw. E2 im Vergleich zum hTERT-EEC-Zelltyp. Die Ergebnisse aus 

diesem Kapitel 3.5 lassen ein reges Zusammenspiel verschiedener Signalwege bei der PCB-

vermittelten Wirkung erkennen, welche zu multiplen Störungen führen könnte wie z.B die 

Disruption des endokrinen Gleichgewichts. Die Befunde der qRT-PCR-Experimente wurden 

zum Vergleich und zur besseren Übersicht in Tabelle 3.5.2.2 zusammengefasst. 

 

 
Tab. 3.5.2.2: Übersicht der basalen Expression bzw. deren Veränderungen untersuchter Fakto-
ren nach Testsubstanzeinfluß bei hTERT-EEC Zellen (hellgrün) und bei Primärzellen aud En-
dometriose-Explanaten. (dunkelrün). Dargestellte Übersicht zeigt die mittles qRT-PCR erhalten 
basalen Expressionsstärken (+/-) ohne Testsubstanzbehandlung sowie die Änderungen der Genexpres-
sion (Pfeile bzw. n/a) nach 24h Testsubstanzinkubation beider untersuchter Zellsysteme (hell- u. dun-
kelgrün) aus dem Kapitel 3.4. Eingesetzte Primersets sind in drei unterschiedlichen Farben dargestellt 
(blau: E2-regulierte Gene; rot: AhR-regulierte Gene und gelb: relevante Faktoren für Proliferation und 
Gewebeumbau). [E2: 17ß-Estradiol; PCB153: Polychloriertes Biphenyl 153; ICI 182780: ER-

untersuchte 
Faktoren: 

Basale Ex-
pression 
(unbeh.) 

 
E2 

 
PCB 
153 

 
ICI 

182780 

Basale Ex-
pression 
(unbeh.) 

 
E2 

 
PCB 
153 

 
ICI 

182780 
ERα +++  ↓↓*    ↓↓**   (↓)*  - (↓)   (↓)*  (↑) 

ERβ +  ↓*  n/a n/a +  ↓*   (↑) n/a 

PROG-1 + ↑
 

↑  ↓*  -  ↓↓*    ↓*  n/a 

GPR30 + ↓  ↓*  n/a (+)  ↓*    ↓*  n/a 

VEGF +  (↓)*   (↓) n/a (+) n/a n/a n/a 

SOCS3 +  ↓*    ↓↓*  n/a (+)  ↓↓*    ↓*   (↑)*  

AhR ++ ↓↓  ↓*  n/a ++  (↓)*   (↓)*  (↓) 

ARNT (+)  ↓↓*   ↓*   ↓↓*  - n/a (↓)  ↓↓*  

uPA (+)  ↓↓*  (↓) n/a +  (↑)*   (↓)*   (↑)*  

PAI-1 (+)  ↓↓*  ↓*  n/a +++ n/a n/a ↑ 

CYP1A1 -  ↓*   ↓*  (↓) - (↓)  (↓)*  n/a 

Ki67 (+) (↑)  (↑)  (↓) - (↑) (↑)   ↓*  

EGFR -  ↓↓*    ↓↓*  (↓) + n/a n/a  (↓) 

COX-2 -  ↓*   ↓  ↓*  ++  (↑) (↑)   ↓*  

MMP3 - ↓   ↓*  n/a (+)  (↓)  (↓)*   (↑) 
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Inhibitor; ER α β: Estrogenrezeptoren; PROG-1: Progesteronrezeptor A; GPR30: G-Protein gekoppel-
ter Rezeptor 30; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; SOCS3: Suppressor of Cytokine Sig-
naling 3; AhR: Arylhydrokarbonrezeptor; ARNT: Aryl Hydrocarbon Rezeptor Nuclear Translocator; 
uPA: Urokinase-Typ Plasminogen Activator; PAI-1: Plasminogenaktivator Inhibitor 1; CYP1A1: Cy-
tochrom P450-1A1; Ki67: Proliferationsmarker Ki67; EGFR: Epidermal-Growth-Factor-Receptor; 
COX-2: Cyclooxygenase-2; MMP3: Matrixmetalloprotease 3; - nicht oder kaum exprimiert; (+) 
schwach exprimiert; + exprimiert; ++ stark exprimiert; +++ sehr stark exprimiert; n/a keine Verände-
rung; (↓) schwache Repression; ↓ Repression; ↓↓ starke Repression; (↑) schwache Induktion; ↑ Induk-
tion; ↑↑ starke Induktion; 

* statistisch signifikante Veränderung von mindestens p<0,05]  
 

3.6 Einfluss von PCB153 auf die Zellmotilität von hTERT-EEC Zellen 

Neben der Proliferation und Veränderungen der Genexpression sollte auch das Potential von Xeno-

estrogenen getetstet werden, die Zellmotilität zu beeinflussen. 

Um darüberhinaus auch eine mögliche Abhängigkeit einer erhöhten Motilität mit spezifischn AhR-

Liganden und somit dem AhR-Signalweg zu untersuchen, wurden für dieses Motilitätsassay zwei 

AhR-Liganden, dass Dioxin-ähnliche PCB126 und TCDD (Dioxin) sowie das nicht-Dioxin-ähnliche 

PCB153 eingesetzt. Nach 18stündiger Migrationszeit der hTERT-EEC Zellen und einer Gesamtinku-

bationszeit der Zellen von 42h mit den getesteten Substanzen zeigte sich eine signifikante Zunahme 

der Motiltität unter PCB153, PCB126 und TCDD Einfluss.  

Dieses Ergebnis lässt eine AhR-spezifische Steigerung der Zellmotilität nicht erkennen. Die Ergebnis-

se aus diesem Teil der Arbeit wurden bereits veröffentlicht (Willing et al., 2010). 

Abb.: 3.6: Motilität von hTERT-EEC Zellen nach Testsubstanzinkubation. Effekt von TCDD 
(10nM), PCB126 (100ng/ml) und PCB153 (100ng/ml) auf die Motilität von hTERT-EEC Zellen im 
Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle (Vehicle) nach 42h Inkubation. Der Effekt wurde dargestellt als 
Anzahl mirgrierter Zellen/Filterinsert (12µm Porengröße) bei hTERT-EEC Zellen nach Normalisie-
rung. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Lösungsmittelkontrolle und gemessenen Testsub-
stanzkonzentrationen wurden direkt über dem Balken dargestellt, (* p < 0,05; n=3). 
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4 Diskussion 

Natürliche und synthetische Estrogene, wie z.B. 17ß-Estradiol (E2), agieren stimulierend in 

hormonabhängigen Zielgeweben. Mit der Entdeckung und Charakterisierung der Estrogenre-

zeptoren ERα und β wurde es möglich, E2-vermittelte Reaktionen rezeptorspezifisch in E2-

Zielgeweben zu untersuchen. Primäre Zielgewebe von Estrogen, wie Uterus und Brust, wei-

sen allgemein mehr ERα als ERβ auf (Dahlman-Wright et al., 2006). Bei der Tumorgenese 

des Mammakarzinoms zeigte sich, dass das Expressionsverhältnis von  ERα zu β im malignen 

Gewebe noch stärker zugunsten von ERα verschoben ist (Leygue et al., 1998; Speirs et al., 

1999). Proliferation bzw. mitogene Effekte werden meist durch ERα vermittelt (Paruthiyil et 

al., 2004). Von ERβ ist bekannt, dass er als Repressor der transkriptionellen Aktivität von 

ERα (Hall and McDonnell, 1999; Weihua et al., 2000) sowie protectiv gegen ERα-induzierte 

Hyperproliferation (Bardin et al., 2004) wirkt. Dabei kann ERβ mit ERα Heterodimere bilden 

und so eine klassische ERα-vermittelte Aktivierung am ERE inhibieren (Barkhem et al., 

2004). ERβ könnte somit als Gegenspieler von ERα fungieren und z.B. durch Modifizierung 

von wachstumsfördernden Genen, wie c-Myc, Cyclin D1 und A, antiproliferative Eigenschaf-

ten besitzen (Paruthiyil et al., 2004). Es ist jedoch weitgehend akzeptiert, dass ERα und β je 

nach Gewebe und zellulärem Kontext verschiedene Funktionen ausüben können und dass in 

Geweben, in welchen beide Rezeptortypen co-exprimiert vorliegen, sie unterschiedliche bzw. 

gegensätzliche Wirkungsweise haben können (Matthews and Gustafsson, 2003).  

Bei der endokrinen Regulation durch Estrogene ist auch der ER-Ligand selbst von großer Be-

deutung. Der klassische (genomische) ER-vermittelte Signalweg von E2 erfolgt durch Bin-

dung des endogenen Liganden an den Rezeptor, wonach es zur Dimerisierung zweier ER-

Moleküle und deren Translokation in den Kern kommt. Im Kern binden die translozierten 

Dimere an spezifische „estrogen response elements“ (EREs) in der DNA Hormon-regulierter 

Promotorregionen, was schließlich zur Aktivierung der Genexpression führt. Je nach Präsenz 

bestimmter Co-Faktoren (Aktivatoren oder Repressoren) wirkt der Liganden-aktivierte Tran-

skriptionsfaktor agonistisch oder antagonistisch. Dabei wirkt endogenes E2 in ER-

exprimierenden Zellen meist als Mitogen in vivo und in vitro (Musgrove et al., 1994). Hier-

nach stimuliert E2 Zellen in der G0-Phase zum Eintritt in den Zellzyklus und beschleunigt 

den Übergant von der G1- in die S-Phase (Leung and Potter, 1987; Sutherland et al., 1998), 

wodurch der Zellzyklus induziert wird. Neben dem endogenen Liganden E2 können ERαβ 

auch ein weites Spektrum strukturell verschiedener Liganden binden (Kuiper et al., 1998). 

Einige dieser alternativen Liganden weisen eine erstaunlich konvergente Funktionalität hin-

sichtlich ihrer Aktivierung der Transkriptionsmachinerie mit E2 auf (Buterin et al., 2006). 
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Viele dieser alternativen Liganden sind anthropogenem Ursprungs (Xenoestrogene). Es wird 

vermutet, dass sie wie E2 durch Bindung und Aktivierung am ER estrogene Effekte auszulö-

sen (Korach, 1997; McLachlan, 2001b; Soto et al., 1995).  

 

4.1 Xenoestrogen- und E2-vermittelte Proliferation von hTERT-EEC Zellen 

In dieser Arbeit wurde das gesteigerte relative Wachstumsverhalten von Zellen der immortali-

sierten humanen endometrialen epithelialen Zelllinie hTERT-EEC nach 96h Inkubation mit 

den Xenoestrogenen PCB153, p,p´DDE, ß-HCH, dem Phytoestrogen Coumestrol (Coum) 

sowie E2 als Kontrolle im Sulforhodamin B Assays (SRBA) gemessen (Abb. 3.1.1.1). Dabei 

konnte vor allem durch die 96-stündige Inkubation mit PCB153 bei hTERT-EEC Zellen ein 

Wachstumsprofil beobachtet werden, dass dem E2 induzierten sehr ähnlich war (Abb. 3.1.1.1 

A und E). In weiterführenden Experimenten konnte der besonders von PCB153 ausgehende 

proliferative Effekt auf hTERT-EEC Zellen mittels AlamarBlue-Assay bereits bestätigt, was 

jedoch nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit war (Willing et al., 2010). 

Von unserer Arbeitsgruppe wurde bereits eine erhöhte relative proliferative Aktivität bei en-

dometrialen epithelialen und stromalen Primärzellen (Dissertation Hippe, 2005) sowie bei 

MCF7-Mammakarzinomzellen (Dissertation Delios, in Preparation) nach Inkubation mit ver-

schiedenen Xenoestrogenen im SRBA gezeigt (Köller et al., 2004).  

Die beobachteten proliferativen Effekte von PCB153 stehen im Einklang mit Ergebnissen von 

Radice et al., die eine Proliferationsstimulation von MCF7-Zellen durch PCB153 nach 2-6 

Tagen nachweisen konnten (Radice et al., 2008). Auch Rasmussen et al. wiesen estrogene 

Wirkungen von Serumextrakten dänischer Frauen, welche PCBs enthielten, im E-Screen As-

say nach, wobei jedoch eine Korrelation zwischen aufgezeigten Effekten und spezifischen 

Konzentrationen individueller Xenoestrogene im Serum leider nicht untersucht wurde (Ras-

mussen et al., 2003). Der in dieser Arbeit angewandte SRB-Assay entspricht im modifizierten 

Umfang dem eben angesprochenen E-Screen Assay (Papazisis et al., 1997; Payne et al., 2001; 

Skehan, 1990; Soto et al., 1995). Dieser Assay stellt eine sensitive Methode zur Messung von 

Zytotoxizität und Zellwachstum beim Screening von Umwelt- und Arzneimittelstoffen dar 

und ist mit vielen Zytotoxizitätstests wie z.B. dem MTT-Assay vergleichbar (Vichai and Kir-

tikara, 2006; Voigt, 2005). Etliche Arbeitsgruppen haben bereits Xenoestrogene aus der Um-

welt mit Hilfe dieses Assays auf ihre potenzielle estrogene Aktivität hin untersucht (Bonefeld-

Jorgensen et al., 2001; DeCastro et al., 2006; Rasmussen et al., 2003; Soto et al., 1995). Mit 

Hilfe dieses Assays stellten Bonefeld-Jorgensen et al. (2001) allerdings einen antiestrogenen 
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Einfluss von PCB 138, PCB 153 und PCB 180 auf MCF7-BUS Zellen fest, was im Wider-

spruch zu dem proliferativen Effekt steht, der in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde .  

Unabhängig vom benutzten Assay wurden Xenoestrogene entweder estrogene oder antiestro-

gene Effekte zugewiesen. So steht z.B. der in dieser Arbeit beobachtete proliferative Effekt 

von PCB153 im Einklang mit den bereits erwähnten von Radice et al. (2008). Diese Arbeits-

gruppe wies einen estrogenen Effekt von PCB153 bei MCF7-Zellen in FACS-Analysen nach. 

Durch Vondracek et al. wird jedoch bei epithelialen Rattenleberzellen (WB-F344) gegenteili-

ges berichtet, obwohl bei beiden Arbeitsgruppen dieselbe Methode angewendet wurde 

(Vondracek et al., 2005).  

Ein großes Problem beim Test von Umwelt- und Arzneimittelstoffen ist, dass die durch Xe-

noestrogene ausgelösten Effekte auf Mensch und Tier unterschiedlich sind und aufgrund einer 

überwiegenden Mischexposition nicht eindeutig nur einem bestimmten Xenoestrogen zuge-

ordnet werden können. Außerdem können Effekte je nach Typ des Xenoestrogens und je nach 

Beschaffenheit des jeweils untersuchten Gewebes mit seinen zellulären Kofaktoren und je 

nach den angewandten experimentellen Zellkulturbedingungen stark variieren. Dementspre-

chend wird das Gesundheitsrisiko, welches von einem Xenoestrogen ausgeht von „katastro-

phal“ über „nicht erwiesen“ bis hin zu „unbedeutend“ eingeschätzt. 

Neben PCB153 wurde in dieser Arbeit auch für p,p´DDE (100ng/ml und 1µg/ml) eine wachs-

tumsfördernde Aktivität auf hTERT-EEC Zellen nachgewiesen (Abb. 3.1.1.1 B). Auffällig 

war hierbei ein triphasischer Kurvenverlauf über den gemessen Konzentrationsbereich von 

10pg/ml-1µg/ml, welches zusammen mit den PCB153-Daten auf eine gesteigerte Sensitivität 

dieses Zelltyps gegenüber Xenoestrogen schließen lässt. Bei p,p´DDE handelt es sich um den 

in der Umwelt persistentesten Metaboliten des Insektizids DDT und dessen estrogenes Poten-

zials wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen für MCF7-Zellen (Andersen et al., 1999; 

Payne et al., 2001; Rasmussen et al., 2003), MCF7-AR1-Zellen (Aube et al., 2008) sowie 

Prostatakarzinomzellen (Shah et al., 2008) beschrieben. Es scheint, dass p,p´DDE durch eine 

sowohl estrogene als auch antiandrogene Aktivität die Proliferation durch Interferenz zweier, 

ER- und AR-vermittelter Signalwege steigern kann (Kelce et al., 1995; Sohoni and Sumpter, 

1998). 

Auch ß-HCH (100ng/ml und 1µg/ml) rief einen positiven Wachstumseffekt bei hTERT-EEC 

Zellen hervor (Abb. 3.1.1.1 C). Dieses Isomer des Insektizids Lindan besitzt estrogene Aktivi-

tät, so erhöht es z.B. die PR-Expression bei MCF7-Zellen (Coosen and van Velsen, 1989) 

sowie das uterine Gewicht bei Ratten (Loeber, 1984). Bei Wong & Matsumura wird von einer 
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Proliferationssteigerung nach Langzeit-Exposition (33 Passagen) von MCF10AT1 Brus-

tepithelzellen durch 1µM ß-HCH berichtet (Wong and Matsumura, 2007).  

Auch Steinmetz et al. konnte durch ß-HCH eine Dosis-abhängige Stimulation der Proliferati-

on bei ER-positiven MCF7- und T47D-Zellen, jedoch nicht bei den ER-negativen Zelllinien 

MDA-MB231, MDA-MB468 und HSS78T beobachten (Steinmetz et al., 1996). Dies steht im 

Einklang mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit, da nur für die ER-positive uterine Zellline 

hTERT-EEC (Abb. 3.1.1.1 C) und nicht für die ER-negativen uterinen Zelltypen Primärzellen 

von Endometriose-Explantaten (Abb. 3.1.1.1 C) bzw. RL95-2 (Abb. 3.1.1.1 C) Proliferations-

zunahmen durch erhöhte ß-HCH-Konzentrationen (100ng/ml und 1µg/ml) zu beobachten wa-

ren. Steinmetz und seine Kollegen gehen davon aus, dass obwohl ß-HCH wie E2 agiert, es im 

Kontext interzellulärer Signalwege jedoch wahrscheinlich nicht über den klassischen via ER-

vermittelten Signalweg wirkt, zumal Rezeptorbindungstudien keine Kompetition um eine 

Bindung an den ER im Vergleich zu E2 ergaben. 

Auch die hervorgerufene Wachstumsförderung durch Coumestrol steht im Einklang mit in der 

Literatur beschriebenen Auswirkung dieses Phytoestrogens bei anderen Zellsystemen. So 

wird z.B. von einem erhöhten Uterusgewicht bei ovarektomierten Ratten (Ashby, 1999; 

Markaverich, 1995; Perel and Lindner, 1970) und einer gesteigerten Proliferation durch dieses 

Phytoestrogenbei MCF7 Zellen berichtet (Bentrem et al., 2003; Diel et al., 2002; Makela, 

1994). Darüberhinaus zeigten u. a. Mäkelä et al. in vitro die erhöhte Expression des E2-

vermittleten pS2-Genes und ERE-vermittelte Reportergenakativität durch verschiedene Phy-

toestrogene. Diese Ergebnisse zusammengenommen lassen stark auf eine ER-vermittelte 

Wirkungsweise des genannten Phytoestrogenes schließen. Auch die agonistische Wirkungs-

weise verschiedener über die Nahrungskette aufgenommener Phytoestrogene wurde bereits in 

der Literatur beschrieben (van Meeuwen et al., 2007).  

Weitere Hinweise auf die existierende proliferationssteigernde Wirkung vor allem von 

PCB153 ergaben immuncytochemische Untersuchungen des Proliferationsmarkers Ki67. Hier 

konnte sowohl bei der Brustkrebszelllinie MCF7 als auch bei der uterinen Zelllinie hTERT-

EEC durch verschiedene Konzentrationen PCB153 signifikant höhere Ki67-Scores im Ver-

gleich zur Kontrolle gemessen werden (Abb 3.1.2.1.1.2 A und 3.1.2.1.1.3 A).  

Auch mit einer dritten Nachweismethode, dem BrdU-Proliferationsassay, zeigten sichbei ER-

positiven MCF7-Zellen schwache proliferative Effekte nach 96h Inkubation mit PCB153 

(Abb. 3.1.2.2.1 C). Dies steht im Einklang mit Ptak et al., welche ebenfalls basale Proliferati-

onseffekte bei MCF7-Zellen im BrdU-Assay nachweisen konnten (Ptak et al., 2010). Jedoch 

zeigte PCB153 im Gegensatz zur Positivkontrolle E2 einen allgemein nur geringen Einfluss 
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auf MCF7-Zellen. Diese hier beobachtete Diskrepanz in der estrogenen Aktivität zwischen 

PCB153 und E2 ist schwer zu erklären. Möglicherweise waren experimentelle Parameter, wie 

z.B. die gewählte Inkubationszeit oder die eingesetzte Zellzahl, unter welchem der BrdU-

Assay bei MCF7 und MDA-MB-321 Zellen durchgeführt wurde, ungünstig gewählt. So 

konnten z.B. Tharappel et al., die auch keinen Einfluss von PCB153 auf die Proliferation von 

Zellen, in diesem Fall bei Hepatozyten, im BrdU-Assay nachweisen konnten, aber mit Hilfe 

des TUNEL-Assays zeigen konnten, dass in Gegenwart dieser Substanz signifikant weniger 

Zellen apoptotisch waren (Tharappel et al., 2002). 

Im Gegensatz zur ER-positiven Zelllinie hTERT-EEC konnte bei keinem der untersuchten 

ER-negativen Zelltypen [Primärzellen von Endometriose-Explantaten siehe Abb. 3.1.1.1 bzw. 

Zellen des Endometriumkarzinoms RL95-2 siehe Abb. 3.1.1.1] ein echter Wachstumseffekt 

durch die getesteten Substanzen im SRBA nachgewiesen werden. Auch der BrdU-

Proliferationsassay an der ER-negativen Brustkrebszelllinie zeigte mit einer Ausnahme (Abb 

3.1.2.2.2 H). 

Die Tatsache, dass PCB153 proliferationsfördernd auf ERpositive-Zellen wirkt sowie, dass 

die durch PCB153 und E2 hervorgerufenen Effekte einander sehr ähnlich sind, lässt auf einen 

ER-abhängigen Proliferationseffekt der untersuchten Substanzen schließen. 

Ähnlichkeiten in der Wirkung von PCB153 im Vergleich zu E2 wurden auch von Desaulniers 

et al. berichtet (Desaulniers et al., 1999). Diese Arbeitsgruppe stellte ähnliche Effekte von 

PCB153 und E2 auf Serumkonzentrationen von Thyroxin (T4) und Follikel-stimulierendes 

Hormon (FSH) bei männlichen Ratten nach zwei Injektionen mit PCB153 (25mg/kg/d) und 

E2 (20µg/kg/d) fest, was sie auf eine estrogene Wirkung von PCB153 zurückführten. Li et al. 

wies einen estrogenen Charakter von PCB153 in hohen Konzentrationen mittels Uteruswachs-

tumsassay bei Ratten nach (Li et al., 1994). Somit ist es wahrscheinlich, dass PCB153 wesent-

lich an estrogenen Reaktionen in Zellen hormoneller Zielgewebe beteiligt ist. 

 

4.2 Einfluss von Xenoestrogenen und E2 auf den klassischen ER-vermittelten Signalweg 

Es ist möglich, die proliferative Wirkung von E2 durch Antagonisten wie z.B. dem ER-

Inhibitor ICI 182780 spezifisch zu hemmen (Dauvois et al., 1993). Dabei wird der E2-

vermittelte Signalweg von ER durch den Antagonisten inhibiert.  

Durch Gegenwart des ER-Inhibitors ICI 182780 mit der jeweiligen Testsubstanz konnte der 

von den getesteten Xenoestrogenen bzw. der durch E2 verursachte Wachstumseffekt bei 

hTERT-EEC Zellen vollständig aufgehoben werden (Abb. 3.1.1.1 A-E). Eine Wachstums-

hemmung durch ICI 182780 konnte vor allem in Gegenwart von PCB153, E2 und Coum und 
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bei höherer Konzentrationen von ß-HCH beobachtet werden (Abb. 3.1.1.1 D, E, A und C). 

Die spezifische Hemmung des PCB153-vermittelten Wachstumseffektes mit ICI 182780 

konnte auch von Radice et al. (2008) beobachtet werden. 

Der Einsatz des ER-Inhibitors ICI 182780 im SRB-Wachstumsassay führte zur Bindung von 

ICI 182780 an den ER. Dabei bindet der Inhibitor mit ähnlich hohen Bindungsaffinitäten am 

ER (89%) wie E2, dem endogenen Liganden von ER (Wakeling and Bowler, 1987). Die Bin-

dung des Inhibitors an einen ER führt zur Blockade des Dimersierungs- und Translokations-

prozsses, wodurch der ER für transkriptionelle Zwecke nicht mehr zur Verfügung stehen kann 

(Dauvois et al., 1993; Fawell et al., 1990). Darüber hinaus sind ER-ICI 182780-Komlexe äu-

ßerst instabil, was zu einer vermehrten Degradation solcher komplexierten ER-Proteine führt 

(Nicholson, 1995).  

Aufgrund der Tatsache, dass ICI 182780 nicht nur am ER bindet und ihn somit für weitere 

Signalwegvermittlung blockiert sondern auch aufgrund seiner durch ICI 182780 beschleunig-

ten Degradierung, kann von einer transkriptionellen Blockade des reinen „klassischen“ Me-

chanismus von ER nicht ausgegangen werden. Der Einsatz dieses Inhibitors führt somit nicht 

nur zur Blockierung der Transkription E2-vermittelter Zielgene (genomische Wirkung) son-

dern gleichzeitig auch zur Inhibition aller in Verbindung mit dem ER-stehender Signalwege 

innerhalb einer Zelle. Eine Diskussion einer rein genomischen Xenoestrogenwirkung über den 

ER auf die transkriptionelle Aktivierung von E2-vermittelten Zielgenen (klassicher Signal-

weg) ist somit nicht möglich. Jedoch kann man aufgrund der Tatsache, dass ICI 182780 in 

Lage war die Xenoestrogen-vermittelten Wachstumseffekte vollständig zu unterdrücken, von 

einer Beteiligung des genomischen Weges an der hier beobachteten Wirkungsweise der Xe-

noestrogene ausgehen.  

In diesem Zusammenhang ist es interessant zu erwähnen, dass die Applikation des Antiestro-

gens ICI 182780 ohne Xenoestrogenstimulation keinen Effekt auf hTERT-EEC-Zellen oder 

Zellen aus primären Endometriose-Explanten hatte (Abb. 3.1.1.1 A-E und F-J). Dies stimmt 

mit den Ergebnisssen von Wu & Guo überein, die ebenfalls keinen signifikanten proliferati-

ven/antiproliferativen Effekt von ICI 182780 allein auf immortalisierte endometriale Stroma-

zelllinie beobachten konnten (Wu and Guo, 2006).  

Im Gegensatz zu den hTERT-EEC Zellen wiesen weder uterine Primärzellen aus Endometrio-

se-Explantaten noch Zellen der Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2 bei keiner der getes-

teten Substanzen eine auffälligen Wachstumsförderungseffekt auf (Abb. 3.1.1.2 bzw. 3.1.1.3), 

welches mit den niedrigen Expressionslevel von ERαβ in diesen Zelltypen erklärt werden 

könnte.  
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Im Falle der Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2 wurde jedoch ein signifikannter anti-

proliferativer Effekt von ICI 182780 allein beobachtet (Abb.3.1.1.3). Dies steht im Einklang 

mit Ergebnissen von Leblanc et al., die ebenfalls eine antagonistische Aktivität von ICI 

182780 auf RL95-2 Zellen sowie auf andere unterine Zelllinen, welche unter hormonfreien 

Bedingungen kultiviert wurden, beobachten konnten (Leblanc, 2007). 

In weiterführenden Promotoranalysen konnte eine ER-vermittelte Wirkungsweise von 

PCB153 bei der Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 und der uterinen immortalisierten Zelllinie 

hTERT-EEC weiter bestätigt werden. Hierbei zeigten PCB153 und E2 eine deutliche Indukti-

on der ERE-regulierten basalen Luciferaseaktivität (Abb. 3.2 A und C), die durch Zugabe des 

ER-Inhibitors ICI 182780 spezifisch inhibiert werden konnte.  

Ein weiterer Hinweis auf eine ER-vermittelte Wirkungsweise von PCB153, ist der Befund, 

dass in der vorliegenden Arbeit bei der ER-negativen Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-

231 eine Induktion der ERE-regulierten Luciferaseaktivität durch PCB153 und E2 nicht ge-

messen werden konnte, welches mit der in diesem Zelltyp zu geringen basalen ER-Expression 

erklärbar ist.  

Ein Vergleich der Ergebnisse mit PCB153 und E2 scheinen auf eine ähnliche Wirkungsweise 

beider Substanzen hinzuweisen. Dies steht jedoch wie bereits angesprochen, im Gegensatz zu 

einigen in der Literatur beschriebenen Ergebnissen. Viele Ergebnisse aus der Literatur sind 

jedoch aufgrund meist unterschiedlichen Fragestellungen und experimentellen Bedingungen 

mit denen aus dieser Arbeit nicht direkt vergleichbar.  

So konnten z.B Pliskova et al. bei Promotoranalysen keine Induktion der ER-abhängigen Lu-

ciferase-Aktivität nach Xenoestrogeninkubation messen, jedoch eine signifikante Erniedri-

gung der E2-induzierten Luciferase-Aktivität bei Ko-Inkubationsversuchen mit Xenoestroge-

nen verzeichnet werden (Pliskova et al., 2005).  

Das Hauptziel dieser Arbeit lag in der Diskriminierung ER-abhängiger Signalwege der durch 

Xenoestrogene ausgelösten Effekte. Dass heißt, können einzelne Xenoestrogene wie PCB153, 

ähnlich wie E2, über verschiedene ER-vermittelte Mechanismen agieren (genomisch, unspezi-

fisch bzw. über „cross-talk“)?  Eine Untersuchung an Zellen mit Substanzgemischen 

(E2+PCB153 oder E2+Mix der untersuchten Xenoestrogene) fand nicht statt.  

Ausserdem handelt es sich bei den in der Literatur beschriebenen Xenestrogeneffekten meist 

um Ergebnisse aus klinisch-relevanten Studien, wobei Xenoestrogen-kontaminierte Patienten-

spezimen wie z.B. Blut, Plasma oder Serum von Männern, schwangeren und/oder nicht-

schwangeren Frauen und Kindern bzw. einzelne Xenoestrogene aus aufgezählten Patienten-

spezimen isoliert, eingesetzt wurden. In jedem Fall repräsentieren Parameter wie das Ge-
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schlecht, Alter, der hormonelle Status sowie die Metabolisierung verschiedener Xenoestroge-

ne im Körper von Patienten (CYP1A1-Polymorphismen) unbekannte Störgrößen in den 

durchgeführten Studien. Aufgrund dessen lassen sich z.B. die im vorigen Abschnitt von Plis-

kova et al. (2005) angesprochenen Ergebnisse nicht vollständig mit denen aus dieser Arbeit 

vergleichen. Hierzu soll noch einmal auf die bereits erwähnte Problematik hingewiesen wer-

den, dass die durch Xenoestrogene ausgelösten Effekte auf Mensch und Tier unterschiedlich 

sind bzw. aufgrund einer überwiegenden Mischexposition nicht eindeutig nur einem bestimm-

ten Xenoestrogen zugeordnet werden können. Darüberhinaus können Effekte im Kontext der 

jeweils untersuchten Gewebe oder bei unterschiedlichen  Zellkulturbedingungen stark variie-

ren.  

 

4.3 Einfluss von Xenoestrogenen und E2 auf den MAPK-vermittelten Signalweg 

Der klassische (genomische) E2-vermittelte Signalweg von ER erklärt nicht alle im Zusam-

menhang mit der Zellzyklusprogression gefundenen Daten. So ist z.B. die Aktivität des zyto-

plasmatischen MAPK- Signalweges für eine E2-vermittelte Zellzyklusprogression notwendig, 

wie anhand der MCF7 Mammakarzinom-Zelllinie gezeigt wurde ((Lobenhofer et al., 2002). 

Xenoestrogene sind u.a. in der Lage, hormonähnlich zu wirken bzw. mit der Wirkungsweise 

endogener Estrogene wie E2 und anderen Steroidhormonen zu interferieren. Somit könnte die 

von Xenoestrogenen ausgehende estrogene Aktivität, ähnlich dem endogenen E2, z.B. den 

MAPK-Signalweg induzieren. Um dies zu überprüfen wurden alle Testsubstanzen erneut im 

SRBA mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 getestet. Der Inhibitor U0126 verhindert die Phos-

phorylierung der extrazellulär regulierten MAPK ERK1/2 und somit deren Phosphorylierung 

von ER am Serin 118.  

Die Inkubation der getesteten Xenoestrogene in Gegenwart des MAPK-Inhibitors U0126 

zeigte sowohl bei der Brustkrebszelllinie MCF7 als auch bei der uterinen Zelllinie hTERT-

EEC einen Rückgang der Xenoestrogen-vermittelten Wachstumseffekte (Abb. 3.3.1.1.1 bzw. 

3.3.1.2). Der proliferative Einfluss der Testsubstanzen wurde jedoch nicht so stark durch die-

sen Inhibitor gehemmt wie durch den ER-Inhibitor ICI 182780. Der MAPK-Inhibitor U0126 

war, im Vergleich zum ER-Inhibitor ICI 182780, nicht in der Lage die Wachstumseffekte der 

untersuchten Substanzen komplett zu unterdrücken. Aufgrund der in Gegenwart von U0126 

beobachteten Abschwächung des Testsubstanz-vermittelten Wachstumseffektes scheint es 

wahrscheinlich, dass ein proliferativer Stimulus auch über diese, MAPK-ERK1/2-vermittelte 

Signalkaskade erfolgt.  
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Weiterführende Westernblot-Untersuchungen zum Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 un-

ter Xenoestrogeneinfluss wurden durchgeführt. Hierbei wurde der Einfluss der Xenoestrogene 

auf den MAPK-ERK1/2-Signalweg weiter bestätigt. So führte die PCB153- und E2-

Inkubation (100ng/ml) bei der uterinen ER-positiven Zelllinie hTERT-EEC zur beachtlichen 

Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung (Abb. 3.3.2.1 C). Im Gegensatz dazu zeigten ERα-

negative Zellen der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 keine Änderungen des Phosphorylie-

rungsstatus von ERK1/2 nach PCB153- und E2-Inkubation. Dies könnte damit erklärt wer-

den, dass dieser Zelltyp kaum ERα-Protein exprimiert. Auffällig war eine sowohl bei MCF7- 

als auch bei MDA-MB-231 Zellen vorliegende hohe basale Expression von Phospho-ERK1/2, 

welche sich in den starken Expressionen von Phospho-ERK1/2 der Lösungsmittel- bzw. un-

behandelten Kontrollen wiederspiegelte (Abb.3.3.2.1 A und B). Für MDA-MB-231 ist dies 

mit einem in diesen Zellen vorliegenden, konstitutiv-aktivierten MAPK-Signalweg und dem 

damit zusammenhängenden Verlust der Hormonsensitivität dieser Zellen zu erklären, 

wodurch die untersuchten Substanzen keinen Einfluss mehr auf diesen Signalweg zeigen 

konnten. So ist z.B. die Überexpression von Rezeptortyrosinkinasen wie EGFR und Her2/neu 

oder dem Proto-Onkogen Ras, welche zur konstitutiven Aktivierung des MAPK-Signalweges 

bzw. von ERK führen, ein häufiges Merkmal von Mammakarzinomzellen bzw. der Induktion 

E2-unabhängiger Proliferation (Oh et al., 2001; Ohuchi et al., 1986; Sainsbury et al., 1985). 

Hierbei besteht eine inverse Korrelation zwischen der EGFR- und ERα-Expression (Sainsbury 

et al., 1985), welche im Falle von MDA-MB-231 Zellen zutrifft. 

Dass es bei der ER-positiven Brustkrebszelllinie MCF7 zu keinen Veränderungen der Phos-

pho-ERK1/2-Expression durch PCB153 bzw. E2 kam, ist jedoch unerklärlich, da diese Zellli-

nie ERα-positiv ist und sich auch in den SRB-Assays Xenoestrogen- und Hormon-sensitiv 

zeigte. So wurde z.B. von (Radice et al., 2008) eine PCB153-aktivierte Phosphorylierung von 

ERK1/2 für die Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 berichtet, was in Kontrast zu eben ange-

sprochenen Ergebnissen bei MCF7-Zellen steht. Hierzu muss erläutert werden, dass die von 

Radice et al. durchgeführten Westerblot-Untersuchungen zum Einfluss von Xenoestrogenen 

in Form von Zeitkinetiken, nach 0,5, 1, 4, 8, 12 und 24h analysiert worden. Im Gegensatz zu 

Radice et al. wurden in dieser Arbeit alle untersuchten Zelltypen mit der jeweiligen Testsub-

stanz nur zu einem Zeitpunkt (nach 48h Testsubstanzinkubation) auf ihren entsprechenden 

ERK1/2-Phosphorylierungsgrad hin untersucht. Das Augenmerk dieser Arbeit lag somit eher 

auf längerfristigen Effekten von PCB153 auf den MAPK-Signalweg, wohingegen von Radice 

und anderen Arbeitsgruppen eher „Kurzzeiteffekte“ (min-h) untersucht wurden. 
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Der direkte Einfluss von Xenoestrogenen auf den MAPK-Signalweg ist zurzeit aktueller Be-

standteil intensiver Untersuchungen. So wurde z.B. bei der epithelialen Rattenhepatocyten-

Zelllinie WB-F344 eine Aktivierung von ERK1/2 und p38 durch PCB153 nachgewiesen 

(Simecková et al., 2009; Umannová et al., 2008), welches im Einklang mit den in dieser Ar-

beit aufgezeigten Ergebnissen zum PCB153-Einfluss bei der uterinen Zelllinie hTERT-EEC 

steht. Ähnliche Aktivierungen des ERK1/2-MAPK-Signalweges sind auch für Ischikawa-

Zellen durch p,p´DDT (Frigo et al., 2004) sowie für die Rattenprolaktinoma-Zelllinie 

GH3/B6/F10 durch o,p´DDE und Coum (Bulayeva and Watson, 2004) beschrieben worden.  

Anhand der in diesem Kapitel diskutierten Ergebnisse aus dieser Arbeit kann vermutet wer-

den, dass die getesteten Xenoestrogene nicht ausschließlich über den klassischen ER-

vermittelten, sondern auch teilweise über den unspezifischen MAPK-vermittelten Signalweg 

von ER wirken können.  

 

4.4 Xenoestrogen- und E2-induzierte Veränderungen der Genexpression bei humanen 

endometrialen Zellen 

Humanes Endometrium stellt ein dynamisches System dar, welches in Vorbereitung auf eine 

Embryoimplantation fortwährend zyklischen Veränderungen unterliegt.  

Eine der Fragestellungen dieser Arbeit war es, die in Abhängigkeit von Xenoestrogenen even-

tuell schon in frühen Stadien auftretenden Veränderungen gesunder endometrialer Zellen zu 

untersuchen. Diese Untersuchungen wurden an immortalisierten endometrialen Epithelzellen 

(hTERT-EEC) und endometriotischen Primärzellen von endoskopierten Endometriose-

Patientinnen mit der Diagnose idiopathische Sterilität durchgeführt. Dabei wurde bei quantita-

tiven RT-PCR-Analysen besonderes Augenmerk auf Hormon- und Xenobiotika-vermittelte 

Signalwege sowie auf relevante Faktoren für Proliferation und Gewebeumbau („tissue remo-

deling“) gerichtet.  

Endometriose wurde erst in jüngerer Zeit mit Umweltschadstoffen in Zusammenhang ge-

bracht (Birnbaum and Cummings, 2001; Rier and Foster, 2002; Rier et al., 1993). Hierbei 

kommt es aufgrund von disloziertem Endometriums zu multiplen Dysfunktionen und im wei-

teren Verlauf der Erkrankung zu einer Akkumulation von E2, COX-2 und Prostaglandin E2 

(PGE2) innerhalb des Endometriosegewebes. Dies führt, verbunden mit einer chronischen 

Entzündungssituation des umliegenden Gewebes und weiteren Faktoren, zu einer verminder-

ten Nidations- und Implantationsrate in uteri bis hin zur Sterilität (Wieser et al., 2004; Wül-

fing&Kiesel, 2005). Die Gründe für die im fortgeschrittenem Krankheitsverlauf bei Endomet-

riose auftretenden multiplen zellulären Störungen, wie dem Verlust der Hormonsensitivität 
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(E2 und Prog) sowie der akuten Inflammation verbunden mit dem starken Selbsterhalt dieser 

Erkrankung, sollten bereits in frühen Stadien des Krankheitsgeschehens anhand zellulärer 

Veränderungen zu finden sein. Die Befunde aus den qRT-PCR-Experimenten wurden zum 

Vergleich in Tabelle 4.3 zusammengefasst. 

 
4.4.1 Einfluss von PCB153 und E2 auf hTERT-EEC Zellen (Situation des „gesunden 

Uterus“) 

Es war auffällig, dass die durch PCB153 und E2 erzeugten Veränderungen der Genexpression 

bei hTERT-EEC Zellen sehr ähnlich waren. Dass heißt, beide Substanzen führten in den meis-

ten Fällen der untersuchten Gene, entweder zur Induktion, Repression bzw. zu keiner Verän-

derung  (siehe Übersichtstabelle 4.3, hellgrün markiert). Die Ähnlichkeit des durch PCB153 

hervorgerufenen Expressionsprofils mit dem von E2 lässt auf eine estrogene Wirkung des 

Xenoestrogens schließen.  

In diesem Zusammenhang bestätigten die analysierten mRNA-Expressionsveränderungen der 

Gene ERα sowie der E2-vermittelten Zielgene GPR30 und SOCS3 zunächst einen möglichen 

Einfluss der untersuchten Stoffe auf den ER-Signalweg von hTERT-EEC Zellen. Die Repres-

sion von ERα durch E2 deckt sich mit Beobachtungen von Hofmeister & Bonefeld-Jorgensen, 

welche ebenfalls die Reduktion der mRNA-Expression von ERα nach 48h Inkubation mit E2 

bei der Brustkrebszelllinie MCF7-BUS belegten. PCB153 war in ähnlichem Maße in der Lage 

die mRNA-Expression von ERα zu reprimieren (Abb. 3.5. 1.2 A).  Eine ähnliche Reaktion bei 

diesen Zellen konnte nach Inkubation mit den Pestiziden Prochloraz und Methiocarb gezeigt 

werden (Hofmeister and Bonefeld-Jorgensen, 2004). Eine ähnliche Reduktion basaler ERα 

mRNA-Level durch E2 wurde auch von Jensen et al. beschrieben (Jensen et al., 1999). Diese 

Arbeitsgruppe zeigte auch, dass ICI 182780 einen nur geringen Einfluss auf die mRNA-

Expression von ERα hat, was sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt (Abb 3.5.1.2 A). 

Ebenso wurde eine antagonistische Wirkung von ICI 182780 auf die mRNA-Expression des 

Progesteronrezeptors A (PROG-1), eines der drei untersuchten ER-aktivierten Zielgene, wel-

ches positiv durch ERα reguliert wird, bereits in der Literatur erwähnt (Nawaz et al., 1999) 

und was sich ebenfalls mit den Ergebnissen aus dieser Arbeit deckt (Abb. 3.5.1.2 C). Das Est-

rogen E2 induziert die Expression von Zielgenen wie PROG-1 über den klassischen ER-

aktivierten Signalweg, durch Bindung des Rezeptors an das „estrogen response elemt“ (Gra-

ham et al., 1990). In der vorliegenden Arbeit war ein durch E2 induzierter positiver Trend der 

PROG-1 Expression erkennbar, welcher statistisch jedoch nicht signifikant war. Auch 

PCB153 zeigte ein vergleichbare induziertes PROG-1-Profil, was auf eine ähnliche Wir-

kungsweise von PCB153 und E2 schließen lässt. 
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Homodimerisiertes ER kann aber auch durch Bindung an andere Transkriptionsfaktoren wie 

c-Fos und c-Jun an weitere „response elemente“ wie AP1 oder SP1 in der DNA binden. Ein 

solches, durch SP1 via Liganden-gebundenen ER, aktiviertes Zielgen ist VEGF (Stoner et al., 

2003). EGF wird von verschiedenen Tumorarten exprimiert, wobei bei vielen Untersuchun-

gen gezeigt werden konnte, dass es negative Korrelationen zwischen der VEGF-Expression 

und Faktoren wie dem Tumorgrad oder der Überlebensrate gibt (Boocock et al., 1995; Lin-

derholm et al., 2001; Viglietto, 1995). In vorliegender Arbeit wies die VEGF-Expression 

PCB153- und E2-Einfluss eine schwache Reprimierung auf (Abb. 3.5.1.2.E). Dieses Ergebnis 

war überraschend, da bei einem Zielgen von ERα/SP1 zumindest eine Induktion desselben 

durch E2 zu erwarten wäre. Ähnliches wurde für ein weiteres E2-reguliertes Gen, den „supp-

ressor of cytokine signalling“ (SOCS3), welches ein inkomplettes ERE in seiner Promotorre-

gion trägt und über den klassischen ER-Mechanismus reguliert wird, beobachtet (Abb. 3.5.1.2 

F). Das sowohl SOCS als auch VEGF nicht auf E2 ansprachen bzw. sogar einen antagonisti-

schen Effekt auf diese Gene ausübten war überraschend und ist soweit unerklärlich.  

Neben den beiden klassischen Formen des ER (ERαβ) scheint auch ein neu identifizierter 

membranärer ER, „G-protein coupeled receptor 30“ in Estrogen-vermitteltes Signaling invol-

viert zu sein (Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005). Dieser ER-Rezeptortyp soll für 

schnell stattfindende, nicht-genomische Estrogen-vermittelte Reaktionen verantwortliche sein 

(Moriarty et al., 2006) und wurde bereits für reproduktive Gewebe wie Brust (Castoria et al., 

2001; Migliaccio, 1996; Song et al., 2002), Uterus (Aronica et al., 1994) und Ovar (Morley et 

al., 1992; Tesarik and Mendoza, 1997) beschrieben. Wie auch die klassischen ERs so zeigt 

auch der GPR30 Bindungsaffinitäten zu verschiedenen Xenoestrogenen (Thomas and Dong, 

2006; Thomas et al., 2005).  

Die Repression der mRNA-Expression von GPR30 durch E2 war der von ERα sehr ähnlich 

(Abb. 3.5.1.2 A und B). Da die Funktionen des klassischen ERs denen des membranständigen 

GPR30 sehr ähnlich sind, wurde eine ähnliche Reaktion von E2 auf diesen Rezeptor wie bei 

ERα beobachtet, erwartet. Die Fähigkeit von E2 die mRNA-Expression von GPR30 in ähnli-

cher Weise zu reprimieren wie ERα, bestätigt die Existenz eines funktionalen membranstän-

digen ER in diesem Zelltyp. Nachdem die 24h-stündige Inkubation von PCB153 die „down-

regulation“ der mRNA-Expression von ERα zur Folge hatte, wurde eine solche Reaktion auch 

für GPR30 erwartet und bestätigt.  

Wie der Estrogenrezeptor (ER) gehört auch der Arylhydrocarbonrezeptor (AhR) zur Familie 

der nukleären Kernrezeptoren. Beide Rezeptoren ähneln sich in ihrem strukturellen Aufbau 

und ihrer Funktionsweise und stellen Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren dar. Die 
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Bindung des exogenen Liganden TCDD führt zur Komplexierung von AhR mit seinem „AhR 

nuclear translocator“-Protein (ARNT) und zur Bindung an das „xenobiotische response ele-

ment“ (XRE oder auch DER) in der Promotorregion von Zielgenen wie z.B CYP1A1 oder 

CYP1A2. Durch AhR/ARNT kommt es zur transkriptionellen Aktivierung einer Vielzahl von 

Enzymen für den E2-Metabolismus, wodurch es z.B. durch CYP1A1 oder CYP1B1 zur Hyd-

rolyse von Estradiol kommt (Spink et al., 1992).  

Die Rolle von AhR-vermittelten Reaktionen innerhalb humaner endometrialer Zellen wurde 

bisher kaum untersucht. So ist in der Literatur von einem basalen Expressionsverhältnis zwi-

schen AhR/ARNT von ca. 4:1 die Rede (Abbott et al., 1999), welches in etwa dem in dieser 

Arbeit bei hTERT-EEC Zellen gefundenem entspricht (Abb. 3.5.1.1 A). Bei den Zellen aus 

Endometriose-Explantaten zeigte sich dieses Verhältnis mehr zugunsten von AhR verscho-

ben, wobei jedoch eine hohe Standardabweichung zwischen den zwei unabhängig voneinan-

der durchgeführten qRT-PCR-Experimenten mit AhR zu verzeichnen war (Abb. 3.5.2.1).  

Die 24h-stündige -Inkubation von hTERT-EEC Zellen mit PCB153- und E2 zeigte bei für 

AhR, ARNT und CYP1A1 eine deutliche Repression (Abb. 3.5.1.3 A, B und E) Diese Ergeb-

nisse stehen im Einklang mit Ergebnissen, bei welchen ein Antagonismus von di-ortho-

substituierten PCBs (Suh et al., 2003) bzw. E2 (Jeong and Lee, 1998; Ricci et al., 1999) auf 

den klassischen AhR-Agonist-aktivieren Signalweg festgestellt wurde. Hierbei wurde jedoch 

nur die antagonistische Aktivität dieser beiden Substanzen, d.h. das Vermögen von PCB153 

bzw. E2, die durch AhR-Liganden wie TCDD oder PCB126 induzierte CYP1A1-Expression 

zu hemmen gemessen, auf einen möglichen „cross-talk“ zwischen dem AhR- und ER-

Signaling wurde nicht eingegangen. 

Die antagonistische Wirkung von E2 auf AhR/ARNT-vermittelte Zielgene wie CYP1A1 

konnten auch bereits in weiterführenden Experimenten bei hTERT-EEC Zellen bestätigt wer-

den (Willing et al., 2010). 

Interaktionen zwischen dem ER- und AhR-Signalweg wurden bereits vielseitig beschrieben 

(Abdelrahim et al., 2006; Beischlag and Perdew, 2005; Brunnberg et al., 2003; Klinge et al., 

2000; Matthews and Gustafsson, 2006; Wormke et al., 2000a; Wormke et al., 2000b). So ist 

bekannt, dass ER und AhR direkt miteinander interagieren (Beischlag and Perdew, 2008; 

Fujii-Kuriyama and Kawajiri, 2010; Matthews and Gustafsson, 2006). Die hierzu gesammel-

ten Daten sind vielfältig und zeigen eher kontroversen Charakter, so werden von einer ERα-

vermittelten Modulationen AhR-abhängiger Reaktionen gesprochen, in welchem ERα einen 

steigernden (Matthews et al., 2005; Sarkar, 2000; Thomsen et al., 1994), herabsetzenden (Bei-

schlag and Perdew, 2005; Jeong and Lee, 1998; Kharat and Saatcioglu, 1996) oder gar keinen 
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Einfluss (Hoivik et al., 1997) auf den AhR-Signalweg zeigt. Meist wird bei Untersuchungen 

zum Einfluss von PCBs auf AhR-vermittelte Zielgene wie CYP1A1 auf einen Zusammen-

hang zwischen der Struktur und der Stärke des durch PCBs ausgelösten Effekts dieses Sig-

nalweges verwiesen. Hiernach sollen coplanare und somit Dioxin-ähnliche PCB im Vergleich 

zu nicht-coplanaren PCBs starke Bindungsaffinitäten zum AhR aufweisen und zu einer hohen 

Transkription von CYP1A1 führen (Parkinson et al., 1983; Safe, 1992; Spink et al., 2002). 

Das in dieser Arbeit untersuchte Xenoestrogen PCB153 stellt einen klassischen Vertreter di-

ortho substituierter, nicht-koplanarer PCBs dar. Die aufgezeigten reprimierenden und somit 

umgekehrt proportionalen Effekte dieser Substanz auf AhR- bzw. XRE-regulierte Gene fügen 

sich somit gut in das aufgezeigte Bild des Struktur-Effekt-Zusammenhangs von PCBs hinein. 

Andererseits ist bekannt, dass PCB153 als PCB vom Phenobarbital-Typ auch die Expression 

anderer Cytochrom P450-Enzyme (CYP2B1 und CYP2B2) induziert (Vezina et al., 2004).  

Die Endometriose ist zumindest anfangs eine E2-anhängige Erkrankung und wie aus der Lite-

ratur bekannt z.B. durch Xenobiotika wie TCDD im Tiermodell induzierbar (Birnbaum and 

Cummings, 2001; Rier and Foster, 2002; Rier et al., 1993; Rier, 1995).  

In dieser Arbeit wurde CYP1A1 als Vertreter eines AhR/ARNT-aktiviertes Zielgens auf eine 

mögliche PCB153-vermittelten Wirkung hin sowie AhR und ARNT untersucht.  

Die Exposition von hTERT-EEC Zellen hatte eine PCB153- und E2-verursachte Repression 

von AhR, ARNT und CYP1A1 in ähnlicher Weise zur Folge (Abb. 3.5.1.3 A, B und C). 

Hierbei erwies sich E2 als ein stärkerer Repressor auf die mRNA-Level von AhR, ARNT und 

CYP1A1 als die Xenoestroge. Andere Untersuchungen weisen ebenfalls darauf hin, dass die 

mRNA-Level der drei genannten Gene bei humanen endometrialen Zellen (Pitt et al., 2001) 

und auch bei humanen Blutproben (Hayashi et al., 1994) miteinander korreliert zu sein schei-

nen.  

Da PCB153 und E2 nicht in Liganden-ähnlicher Weise am AhR binden (Vezina et al., 2004), 

weisen die Ergebnisse einer PCB153 und E2-vermittelten Repression von CYP1A1 eher auf 

eine ER-vemittelte Transrepression AhR-abhängiger Genregulation, also einem „cross-talk“ 

von ER mit dem AhR-Signalweg. Dies steht im Einklang mit den von Beischlag und Perdew 

(2005) gemachten Beobachtungen. Diese Arbeitsgruppe konnte die Repression der TCDD-

induzierten Expression von CYP1A1 durch E2 nachweisen, wobei sie eine Bindung von ERα 

am CYP1A1-Enhancer Elementen in CHIP-Analysen bei MCF7-Zellen nachweisen konnten. 

Darüberhinaus war eine Interaktion von ERα-Proteinen mit sowohl AhR als auch ARNT mit-

tels Glutathion-S-Transferase/Pull-down sichtbar (Beischlag and Perdew, 2005), wonach sie 

auf eine ERα-vermittelte Transrepression der AhR-aktivierten Genregulation schlossen.  
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In der Literatur wurden bereits einige Umweltschadstoffe mit estrogener Wirkung beschrie-

ben (Abdelrahim et al., 2006; Mortensen and Arukwe, 2008; Nesaretnam and Darbre, 1997; 

Soto et al., 1994). So führte z.B. 2,3,7,8 Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), obwohl exo-

gener Ligand des AhR-Signalwegs, bei ovarectomierten C57BL/6-Mäusen ebenfalls zu ähnli-

chen Änderungen des Genexpressionsprofils wie E2. Darüberhinaus wurde in dieser Studie 

auch eine spezifische Hemmung der TCDD- bzw. E2-induzierten Reaktionen durch den spe-

zifischen ER-Inhibitor ICI 182780 nachgewiesen (Boverhof et al., 2006). Das Vermögen von 

ICI 182780 die in den qRT-PCR-Experimenten durch PCB153- und E2-hervorgerufenen Ef-

fekte zu hemmen, wurde jedoch in dieser Arbeit nicht untersucht. Der Inhibitor wurde als 

reine Negativkontrolle, zusätzlich zur Positivkontrolle E2, in den qRT-PCR-Experimenten 

mitgeführt. Der Nachweis, dass ICI 182780 in der Lage war, die mRNA-Expression von 

ARNT zu reduzieren – könnte ein weiterer Hinweis auf die bereits vermutete Interaktion zwi-

schen dem ER- und AhR-Signalweg sein (3.5.1.3 B).  

Der AhR-vermittelte Signalweg spielt aber nicht nur beim Fremdstoff- und endogenen Stero-

id-Metabolismus eine wichtige Rolle. So haben Untersuchungen gezeigt, dass er auch bei der 

Regulation des Zellzyklus und als Tumor-Supressor wichtig ist (Mulero-Navarro et al., 2006; 

Puga et al., 2000; Weiß et al., 1996). In Zusammenhang mit der Tumorgenese sollte daher 

erwähnt werden, dass AhR auch im fibrinolytischen System (Son and Rozman, 2002) bzw. 

bei der Modulation der Zellplastizität (Diry et al., 2006) eine Rolle zu spielen scheint. Aus 

Untersuchungen mit TCDD, dem „exogenen“ Liganden von AhR und Ovulationsblocker (Son 

et al., 1999), weiß man, dass der Liganden-gebundene AhR auch die Genexpression von 

„plasminogen activator inhibitor 1“ (PAI-1) (Son and Rozman, 2002), PAI-2 (Gaido and Ma-

ness, 1994; Sutter et al., 1991); (Dohr et al., 1995) und “urokinase-typ plasminogen activator” 

(uPA) (Charles and Shiverick, 1997; Gaido and Maness, 1995) verändern kann. Aber auch 

andere, oft an pathophysiologischen Prozessen beteiligten Faktoren wie „transforming growth 

factor-α“ (TGFα) (Choi et al., 1991; Davis et al., 2001; Gaido and Maness, 1994; Gaido et al., 

1992; Vogel and Abel, 1995; Wang et al., 1997), TGFβ (Gaido and Maness, 1994; Gaido et 

al., 1992; Lai et al., 1997; Vogel and Abel, 1995; Yang et al., 1999) und Interleukin-1β 

(Charles and Shiverick, 1997; Gaido and Maness, 1994; Lai et al., 1997; Sutter et al., 1991; 

Vogel and Abel, 1995) werden von diesem Signalweg beeinflusst. So weiß man von PAI-2, 

dass dieses Gen in seinem Promotorbereich ein XRE trägt (Sutter et al., 1991). Bisher konnte 

ein solches Element im PAI-1-Promotor noch nicht nachgewiesen werden, man geht aber da-

von aus, das der AhR-Signalweg, ähnlich wie der ER-Signalweg auch ohne ERE, die Genex-

pression ebenso in XRE-unabhängiger Weise beeinflussen kann (Son and Rozman, 2002; 
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Vogel et al., 2000). Die uPA-Bindung an seinen Rezeptor uPAR in der Zellmembran führt 

extrazellulär zur Proteolyse von Plasminogen zu Plasmin. Dieser Prozess führt zur Degradati-

on extrazellulärer Matrix und erhöht somit die Zellmotilität bzw. Metastasierung. Dieser Pro-

zess wird inhibiert durch PAI-1/2. PAI-1 spielt eine wichtige Rolle bei Angiogenese, Wund-

heilung, Inflammation, Ovulation, Trophoblastenimplantation und Gametogenese sowie der 

Tumormetastasierung und ist eines der wichtigsten Faktoren im fibrinolytischen System (An-

dreasen et al., 1997; Dittmer et al., 2006; Harbeck, 2004; Irigoyen et al., 1999; Leonardsson et 

al., 1995; Sappino et al., 1989).  

Um einen möglichen Einfluss von PCB153 auf das fibrinolytische System untersuchen zu 

können, wurden im Zusammenhang mit dem AhR-Signalweg deshalb auch die Gene PAI-1 

und uPA untersucht. So konnte bei qRT-PCR-Analysen eine Repression von uPA und PAI-1 

durch die 24-stündige Inkubation mit sowohl PCB153 als auch E2 gezeigt werden (Abb. 

3.5.1.3 C und D), was den eben angesprochen Zusammenhang der Testsubstanzen zum AhR-

Signalweg bestätigt.  

In vitro Studien haben gezeigt, dass die PAI-1 Expression von verschiedenen Hormonen, Cy-

tokinen, Wachstumsfaktoren, wie Glukokortikoiden, TNF-a, Interleukin 1, TGFß und „epi-

dermal growth factor“ (EGF) reguliert wird (Andreasen et al., 1990; Krishnamurti and Alving, 

1992). Obwohl PAI-1 die Aktivität von uPA hemmt und daraus eine degradationshemmende 

und somit protektive Funktion zu resultieren scheint, gibt es bislang keine Berichte über hohe 

PAI-1-Spiegel, die mit einer guter Prognose bei Patienten einhergehen (Dublin et al., 2000; 

Duffy et al., 1999; Harbeck, 2004; Schmitt, 1997). Auch bei der Pathogenese von endometria-

len Zellen in Richtung Endometriose oder der Entstehung von Endometriumkarzinom wird 

von einer erhöhten Expression von PAI-1 berichtet (Bruse et al., 2004; Köhler et al., 1997). 

Somit bekräftigt die „down“-Regulation von vor allem PAI-1 durch PCB153 nicht die Hypo-

these, dass PCB153 die Entstehung der genannten patho-physiologischen Prozesse fördert, 

sondern es scheint ihr eventuell zu widersprechen.  

Plasmin ist in der Lage, extrazelluläre Komponenten selbst zu degradieren (Vassalli et al., 

1991), aber auch andere Enzyme wie Matrixmetalloproteasen (MMPs) zu aktivieren (Eeck-

hout and Vaes, 1977). Die Invasion von Tumorzellen in die umgebende extrazelluläre Matrix 

(ECM) wird von einer Vielzahl von an Zelloberflächen-assoziierten proteolytischen Enzy-

men, wie z.B. MMPs reguliert. MMPs sind aber nicht nur an pathologischen Prozessen betei-

ligt, sondern überall dort aktiv, wo die Degradation extrazellulärer Matrix notwendig wird 

(Gilabert-Estelles et al., 2003), wie z.B. während der embryonalen Entwicklung, beim Gewe-

beumbau und der Reproduktion. Im Endometrium sind MMPs hauptsächlich an Remodellie-
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rungsprozessen der Matrix während der perimenstruellen Phasen beteiligt (Kokorine et al., 

1996; Salamonsen et al., 2002). Durch MMPs kommt es zur Neutralisierung ECM-

degradierender Enzyme (Woessner, 1991). Dabei kommt MMP-3 eine zentrale Rolle zu, weil 

es eine Reihe von anderen MMPs aktiviert (Salamonsen and Woolley, 1996). 

Die Inkubation der hTERT-EEC Zellen mit PCB153 hatte auch auf die Expression von MMP-

3 eine reprimierende Wirkung, was auch für E2 wurde beobachtet wurde (Abb. 3.5.1.4 D).  

Inhibitionsuntersuchungen mit verschiedenen Klassen von Proteasen konnten MMPs eine 

bedeutende Rolle bei der Auflösung endometrialer Explantate zuschreiben (Marbaix et al., 

1996). Dabei konnte eine signifikant höhere MMP-Aktivität vor und während der Menstruati-

on beobachtet werden (Zhang and Salamonsen, 2002). Somit ist der in dieser Arbeit bei 

MMP-3 erbrachte Befund, dass sowohl PCB153 als auch E2 dessen Expression erniedrigen, 

eventuell ein Hinweis darauf, dass es in Anwesenheit von PCB53 zum verminderten Abbau 

menstrueller Explantate kommen könnte und somit der Verbleib solcher Zellen eine ret-

rograde Menstruation (wie im Fall der Entstehung von Endometriose postuliert), begünstigen 

könnte. In diesem Zusammenhang soll auch hier noch einmal auf die Einschränkungen des für 

diese Untersuchungen eingesetzten Zellmodells hingewiesen werden. So sind Expression-

Analysen anhand einer rein epithelialen Zellinie (hTERT-EEC) durchgeführt worden. Bei 

funktionalen Endometrium ist jedoch, neben der epithelialen Komponente, auch die stromale 

von großer Bedeutung, welche durch viele parakrine Vorgänge die Funktion epithelialer Zel-

len beeinflussen kann. 

Die Cyclooxygenase 2 (COX-2) ist bei vielen Prozessen weiblicher Reproduktion wie Ovula-

tion, Fertilisierung und Decidualisierung beteiligt (Lim et al., 1997). Man weiß, dass COX-2 

ein AP1-Motiv in seiner Promotorregion trägt und dass es somit von ERα alternativ transkrip-

tionell kontrolliert werden könnte (Kim et al., 2009). Von COX-2 ist aber auch bekannt, dass 

es in seiner Promotorregion ein „xenobiotisches response element“ (auch DRE genannt) be-

herbergt und das Xenobiotika wie z.B. TCDD die Expression von COX-2 oder die Prostag-

landinsynthese induzieren können (Kraemer et al., 1996; Puga et al., 1997; Wölfle et al., 

2000). AhR/ARNT-Heterodimere können über XRE an die DNA binden und AhR-vermittelte 

Gene wie COX-2 oder CYP1A1 kontrollieren.  

Die Repression der Genexpression des AhR Nuclear Translocator- (ARNT) und der Cyc-

looxygenase 2 (COX-2) durch Einsatz des spezifischen ER-Inhibitor ICI 182780, war somit 

unerwartet und lässt einen existierenden „cross-talk“ zwischen ER- und AHR-Signalweg 

vermuten. So ist bekannt, dass ER- und AHR-Signalweg miteinander interagieren (Beischlag 

and Perdew, 2005; Matthews and Gustafsson, 2006; Ohtake et al., ; Ohtake et al., 2003a; 
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Sainsbury et al., 1985) und deren Zielgene verschiedene Bindungsmotive in ihren Promotor-

regionen beinhalten können, was zu multiplen Interaktionen bzw. der transkriptionellen Akti-

vierung vieler Signalwege führen kann. Ein Beispiel hierfür ist die 5´-UTR (untranslatierte 

Region) des COX-2 Gens mit einer Vielzahl an Bindungsstellen für verschiedene regulatori-

sche Transkriptionsfaktoren, wie z.B. TATA-Box, C/EBP-Motif, NF-κB (nuclear factor κB), 

AP-2 (activator protein 1), SP-1, CREs (cAMP-response elements) und Ets-1 (Appleby et al., 

1994). Ein weiteres Beispiel hierzu ist auch VEGF, ein Schlüsselfaktor der Angiogenese. 

VEGF ist ein E2-reguliertes Gen, weist aber auch ein „hypoxia response element“ (HRE) in 

seiner Promotorregion auf. Bei TCDD-Wirkung, aber auch bei Sauerstoffmangel kommt es 

zur Heterodimerisierung von stabilisiertem HIF-1a und ARNT/HIF-1b an HREs und damit 

zur Aktivierung der VEGF-Expession. ARNT ist somit an mindestens drei verschiedenen 

Signalwegen beteiligt: 1) an dem klassischen AhR-Signalweg via AhR/ARNT bzw. XRE-

vermittelten; 2) HIF-1a/ARNT-HIF-1b bzw. HRE-, und 3) AhR/ARNT-ERα-vermittelter 

Funktionsweise (Othake et al., 2003). Einen möglichen Hinweis auf die zuletzt genannte 

Funktionsweise wurde mit der aufgezeigten Suppression der mRNA-Expression von ARNT 

durch E2, PCB153 und ICI 182780 (Abb. 3.4.1 J) erbracht.  

Es besteht eine Korrelation zwischen einer erhöhten Expression von “epidermal growth factor 

receptor” (EGFR) und einer Reihe verschiedener Tumorarten wie z.B. für Hals- und Kopf, 

Gehirn, Brust, Blase, Magen, Lunge, Ovar und Prostata bestätigt (Bartlett, 1996; Salomon et 

al., 1995). In normalen Zellen ist EGFR in relativ geringen Mengen exprimiert. Durch Ligan-

denbindung kommt es zur Aktivierung des Rezeptors, was in einer Dimerisierung bzw. Oli-

gomerisierung führt. Aktive EGFR führen zur Aktivierung von Signalkaskaden, der Aktivie-

rung zweier zellulärer Hauptsignalwege, den bereits im vorigen Kapitel angesprochenen 

RAS/MAPK- sowie den Phosphatidyl- Innositol 3-OH-Kinase (PI3K/AKT2)-Siganlweg (Jo-

rissen et al., 2003), welche beide wesentlich an zellulären Prozessen wie Zellproliferation, 

Differenzierung und Migration beteiligt sind. In EGFR-assoziierten Tumoren liegt meist eine 

höhere Expression des Rezeptors vor und obwohl viele Mitglieder der EGFR-Familie und 

Liganden bisher identifiziert wurden, ist der genaue „downstream“-Mechanismus aktivierter 

Rezeptoren noch immer nicht im Detail geklärt. So konnte man im Rahmen endokriner The-

rapien bei Brustkrebspatienten feststellen, dass ein Block der ER mit einer Zunahme an EGFR 

und Her2/neu einherging und der umgekehrte Fall, nämlich die Inhibition von EGFR-

Rezeptoren, zur gesteigerten Expression von ER und PR führte (Massarweh and Schiff, 2006; 

Osborne et al., 2005; Sainsbury et al., 1985). Der in diesem Zusammen in der Literatur viel 
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beschriebene „cross-talk“ zwischen dem EGFR- und ER-Signalweg ist ebenfalls sehr kom-

plex und bisher nicht vollständig aufgeklärt.  

In diesem Zusammenhang wurde das Vermögen von PCB153 getestet, die mRNA-Expression 

von EGFR zu beeinflussen. Das Xenoestrogen PCB153 war in ähnlicher Weise wie das Est-

rogen E2 in der Lage, die Expression dieses Rezeptors zu reprimieren. Die EGFR-Repression 

durch E2 weist auf einen bei hTERT-EEC-Zellen existierenden und funktionalen „cross-talk“ 

zwischen ER und EGFR, wobei wie bereits im Abschnitt zuvor angedeutet, ein umgekehrt 

proportionales Verhältnis zwischen ER und EGFR zu bestehen scheint, was die gemessenen 

basalen Expressionslevel dieses Zelltyps für ER und EGFR bestätigt. Durch E2 kommt es 

somit erwartungsgemäß zur weiteren Reprimierung, da diese Zellen Hormon-sensitiv sind und 

ein mutagenes Ereignis, welches zum konstitutiv-aktiven EGFR/MAPK-Signalweg und somit 

zum Verlust eines E2-vermittelten ER-Signalweges führen würden, in diesen Zellen noch 

nicht eingetreten ist. Die durch E2 und PCB153-ausgelöste Repression der EGFR-Expression 

weist auch hier wieder auf ein ähnliches Wirkungsprofil beider Substanzen hin.  

Unklar bleibt jedoch warum PCB153 und E2 in hTERT-EEC Zellen zu so vielen inhibieren-

den Veränderungen führen. So weist die Repression von CY1A1, AhR und ARNT deutlich 

auf eine posttranslationale abnehmende Aktivität verschiedenster Enzyme der Cytochrom 

P450-Superfamilie hin, wodurch es nachfolgend zu einem verminderten Metabolismus und 

Synthese von Cholesterol, Steroiden und Xenoestrogenen und letztlich zur gestörten Detoxifi-

zierung kommen dürfte. Dies gilt auch für ER- bzw. ERE-vermittelte Gene, hier führten 

PCB153 und E2 ebenfalls zu absinkenden mRNA-Level von vor allem ERα, GPR30 und 

SOCS3welche im weiteren Verlauf zu Störungen des hormonellen Geleichgewichts und para-

doxer Weise aber auch zu einer eingeschränkten Proliferation führen dürften.   

Desweiteren ist unklar, warum es auch in AhR- bzw. XRE-vermittelten Zielgenen ausschließ-

lich zu antagonistischen Effekten von PCB153 und E2 kam. Einige der auch in dieser Arbeit 

mittels qRT-PCR analysierten Faktoren wurden bereits im Zusammenhang mit PCBs von 

Kietz und Fischer bei präimplantierten Kaninchenembryonen untersucht (Kietz and Fischer, 

2003). In dieser Studie wurden verschiedene AhR-Zielgene [cytochrome P450 (CYP) 1A1, 

1A2, UDP-glucuronosyl transferase 1, glutathione S-transferase pi1 and aldehyde dehydro-

genase] sowie Dioxin-vermittelte Gene [IL 1β, PAI 2, Cox 2, TGFalpha, EGF, erbB 1-4, c-

fos, c-jun, HSP 90, cyclophilin 40] im Hinblick auf eines möglichen Einflusses von coplana-

ren bzw. nicht-coplanaren PCBs auf deren Genexpression hin untersucht. Dabei konnte diese 

Arbeitsguppe durch sowohl komplanare als auch nicht-koplanare PCBs bei CYP1B1 und 

COX-2 einen Anstieg der mRNA-Expression verzeichnen. Die Expression von IL-1β und 
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PAI-2 hingegen war bei präimplantierten Kaninchenembryonen herunterreguliert (Kietz und 

Fischer, 2003).  

Letzteres könnte die in dieser Arbeit aufgezeigten Ergebnisse zu PAI-1 bestätigen, da beide 

Serinprotease-Inhibitoren prinzipiell die gleiche Funktionsweise aufweisen, mit dem Unter-

schied, dass PAI-2 ein meist von der Plazenta segregiertes Serpin darstellt und während der 

Schwangerschaft in signifikanten Mengen vorliegt. Auch weitere Ergebnisse aus der eben 

genannter Arbeitsgruppe weisen auf PCB-vermittelte Expressionsveränderungen von Genen 

(CYP1A1, CYP1B1, VEGFR2, und COX-2) in Kaninchenblastozysten hin, wobei es sich hier 

um eine Erhöhung der mRNA-Level handelte, was im Gegensatz zu den in dieser Arbeit ge-

zeigten Ergebnissen zu CYP1A1 und COX-2 steht (Clausen et al.).  

Eine mögliche Erklärung für die beiden aufgeführten Diskrepanzen der durch PCB153 und E2 

ausgelösten Veränderungen in den mRNA-Expressionen der untersuchten Gene ist die unter-

schiedliche Expositionszeit der eingesetzten Substanzen, welche bei von Kietz und Fischer 

bzw. Clausen et al. mit 5-6 Tage erheblich länger war. Das in dieser Arbeit mittels qRT-PCR 

untersuchte Zeitfenster der Testsubstanzexposition betrug jedoch nur 24h. Ein direkter Ver-

gleich der Ergebnisse aus dieser Arbeit mit denen aus der beschriebenen Arbeitsgruppe ist 

aufgrund dieses eventuell zeitabhängigen Effekts von PCB153 somit nicht möglich. Neben 

den hier aufgezeigten „kurzfristigen“ Auswirkungen von PCB153 (100ng/ml) nach 24h Inku-

bation von hTERT-EEC könnten vergleichende qRT-PCR-Analysen behandelter hTERT-

EEC Zellen nach 4-6 Tagen Aussagen über eventuell auftretende Langzeiteffekte dieser Sub-

stanz zulassen und sollten Bestandteil weiterer intensiver Untersuchungen sein. 

Nach intensiver Literaturrecherche sind dies die ersten Hinweise auf eine PCB153-vermittelte 

Repression der Genexpression von ERα, GPR30, SOCS3, AhR, ARNT, PAI-1, CYP1A1, 

EGFR und MMP3 in einer uterinen Zelllinie. Es scheint, dass PCB153 durch multiple Genex-

pressionsveränderungen nicht nur zur Verschiebung des endokrinen Gleichgewichtes im ge-

sunden Endometriumgewebe führt, sondern auch für Veränderungen wichtiger physiologi-

scher Prozesse wie Detoxifizierung, Angiogenese, Gewebeumbau („tissue remodeling“), Mig-

ration/Invasivität bzw. Proliferation verantwortlich ist. Es könnte sein, dass PCB153 als eine 

Art akute bzw. kurzfristige Reaktion zunächst zu einem Arrest bzw. zur Sensibilisierung der 

Zelle führt und dann im späteren Verlauf nach längerfristiger Exposition der Zellen mit 

PCB153 erst zum spezifischen Ausschalten und Aktivieren wichtiger physiologischer Prozes-

se wie hormonelle Kontrolle und Proliferation führt. 

Überraschend war jedoch, dass auch E2, welche als Kontrolle eingesetzt wurde, ein stark-

reprimierendes Expressionsprofil bei diesem Zelltyp bewirkte. Das lässt im Hinblick auf die 
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Entstehung gynäkologischer Erkrankungen wie Endometriose oder Endometriumkarzinom die 

Tragweite des E2-Einflusses nur erahnen. Man sollte jedoch nicht vergessen, dass das hier als 

in vitro-Modell untersuchte hTERT-EEC-Zellsystem kein mehrschichtiges und zyklisch 

Hormon-abhängiges funktionales Endometrium darstellt und demnach die Auswirkungen 

natürlich vorkommender hormoneller Regulationen und Interaktionen mit anderen Signalwe-

gen im Zusammenhang mit PCB153 hier nicht unter in vivo Bedingungen untersucht werden 

konnten.  

Zusammenfassend weisen die aufgezeigten Ergebnisse PCB153-vermittelter Reaktionen bei 

hTERT-EEC Zellen darauf hin, dass dieses Xenoestrogen der Wirkungsweise von E2 sehr 

ähnliche ist und das die von beiden Substanzen hervorgerufenen Effekte nicht nur über den 

ER-Signalweg, sondern auch über dessen „cross-talks“ mit dem AhR- GPR30- und EGFR-

Signalweg vermittelt zu werden scheinen. 

 

4.4.2 Vergleich PCB153- und E2-vermittelter Effekte bei hTERT-EEC-Zellen vs. Pri-

märzellen aus Endometriose-Explantaten 

Endometriosegewebe unterscheidet sich von gesundem Endometrium im Hinblick auf dessen 

Molekularbiologie erheblich. Das Entstehen und Wachstum von Endometrioseimplantaten 

wird anfänglich wesentlich durch Hormone beeinflusst. Nach Manifestierung dieser Erkran-

kung ist der weitere Verlauf jedoch meist Hormon-unabhängig. 

Bei Gegenüberstellung der aus den qRT-PCR-Experimenten erhaltenen Ergebnisse, fiel auf, 

dass die durch E2 und PCB153 hervorgerufenen Genexpressionsveränderungen in beiden 

untersuchten Zellsystemen sehr ähnlich waren. Beide Substanzen führten meist gemeinsam 

entweder zu einer Induktion, Repression oder keiner Veränderung des jeweiligen Faktors 

(siehe Übersichtstabelle 3.5.2.2). Dies lässt auf eine potente estrogene Wirkung von PCB153 

schließen. Weiterhin scheint es, dass PCB153 durch Repression multipler Gene und Ver-

schiebung des endokrinen Gleichgewichtes im gesunden Gewebe wichtige physiologische 

Prozesse wie Angiogenese, Gewebeumbau („tissue remodeling“), Migration und Invasivität 

bzw. Proliferation sukzessive außer Kraft setzt und dass diese Prozesse auch bei erkranktem 

Endometriosegewebe durch PCB153-Einwirkung weiter fortgeführt werden. Jedoch reagiert 

Endometriosegewebe aufgrund seiner ohnehin schon endokrin-disruptierten Eigenschaften 

weniger sensitiv auf PCB153 bzw. E2 im Vergleich zum hTERT-EEC-Zelltyp. Die Ergebnis-

se aus Kapitel (3.4) lassen ein reges Zusammenspiel verschiedener Signalwege bei der PCB-

vermittelten Disruption des hormonellen Gleichgewichts vermuten. 
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Einen Zusammenhang zwischen der Entstehung dieser Erkrankung und dem Dioxin 2,3,7,8-

Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCDD) konnte bereits Rier et al. 1993 im in vivo-Tiermodell 

bei chronisch Dioxin-belasteten Rhesusaffen Dosis-abhängig zeigen. In neueren Untersu-

chungen gibt es starke Hinweise, dass vor allem Dioxine und Dioxin-ähnliche Verbindungen 

(PCBs) potente endokrine und immunologische Modulatoren für die Pathogenese der Endo-

metriose darstellen (Mueller et al., 2005; Rier and Foster, 2002). Die in der Literatur be-

schriebenen Studien zur Entstehung von Endometriose im Zusammenhang mit Xenoestroge-

nen, speziell im Hinblick auf PCBs, sind begrenzt und wie bereits erwähnt sehr widersprüch-

lich. Dabei standen vor allem Dioxin-ähnliche PCBs (=koplanare PCBs) im Focus vieler Stu-

dien, wobei generell keine Assoziation zwischen Dioxin-ähnlichen PCBs und dieser Erkran-

kung gefunden werden konnten (De Felip et al., 2004; Niskar et al., 2009; Pauwels et al., 

2001; Tsukino et al., 2005). In Studien in denen Nicht-Dioxin-ähnliche PCBs (=Nicht-

coplanre PCBs) untersucht wurden, konnten einige Hinweise auf solch einen Zusammenhang 

gefunden werden (Gerhard, 1992; Heilier et al., 2008; Louis et al., 2005; Porpora et al., 2009; 

Reddy et al., 2006). Aber auch hier gibt es wiedersprechende Untersuchungen, bei denen ein 

solcher Zusammenhang nicht bestätigt wurde (Trabert et al., 2010).  

In der Literatur wurden bereits einige Endometriose-relavante Gene im Hinblick auf einen 

möglichen Einfluss von Xenoestrogenen auf das Krankheitsgeschehen beschrieben. Hierbei 

zeigten z.B. das Herbizid 2-Chloro-S-Triazin sowie p,p´DDE einen induzierenden Einfluss 

auf die Aromatase-Aktivität (Sanderson et al., 2000; You et al., 2001). Ein gegenteiliger Ef-

fekt ist in der Literatur z.B. für Tributyl- und Triphenylzinn beschrieben. Beide Substanzen 

hatten bei diesen in vitro-Untersuchungen die Inhibition der Aromatase-Aktivität in Zellen der 

humanen ovariellen Granulosa-ähnlichen Tumorzellline KGN zur Folge (Saitoh et al., 2001). 

Da Xenoestrogen-vermittelte Veränderungen auf die Aromataseexpression bereits Bestandteil 

vieler Untersuchungen waren, wurde dieses Gen deswegen in der hier vorliegenden Arbeit 

nicht in die Analysen mit einbezogen. 

Die in dieser Arbeit durch PCB153 und E2 bei Primärzellen aus Endometriose-Explantaten 

gemessenen Genexpressionsänderungen, waren wie schon im hTERT-EEC-Zelltyp, mit Aus-

nahme von ERβ und uPA, einander sehr ähnlich, führten also auch hier meist entweder zur 

Induktion, Repression oder zu keiner Veränderung des jeweiligen untersuchten Faktors (siehe 

Übersichtstabelle 4.3, dunkelgrün markiert). Die Ähnlichkeit des durch PCB153 hervorgeru-

fenen Expressionsprofils mit dem von E2, lässt wieder auf eine estrogene Wirkung dieses 

Xenoestrogens schließen. In diesem Zusammenhang bestätigten die analysierten mRNA-

Expressionsveränderungen der Gene PROG-1, GPR30 und SOCS3, zunächst einen möglichen 
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Einfluss auf den ER-vermittelten Signalweg der untersuchten Stoffe bei Primärzellen aus En-

dometriose-Explantaten.  

Im Gegensatz zum hTERT-EEC-Zellsystem zeigte sich die mRNA-Expression von PROG-1 

durch PCB153 und E2 jedoch erniedrigt. Dies steht im Einklang mit der in der Literatur wäh-

rend des Krankheitsgesches beschriebenen Entstehung der Progesteronrezeptor-Resistenz bei 

Endometriose, bei der dessen A-Form im Zuge der Akkumulation von E2 u.a. zellulären Ver-

änderungen des endometriotischen Milleus komplett herunterreguliert wird (für Review siehe 

Bulun et al., 2009). Dies spiegelt sich auch in den gemessenen niedrigen basalen Expressions-

level von PROG-1 wider. Durch den Einfluss von E2 und PCB153 wird der reprimierende 

Effekt noch weiter verstärkt.  

Einen wesentllichen Unterschied zwischen der Wirkung von E2 und PCB153 gibt es bei der 

Expression von ERβ (Abb 3.4.2 D). Hier scheint E2 einen antagonistischen Effekt und 

PCB153 einen eher schwach agonistischen Effekt auf die Transkription von ERβ zu haben. 

Beim Vergeich aller in diesem Zelltyp durch PCB153 und E2 ausgelösten Effekte mit dem 

des hTERT-EEC Zellsystems fällt der allgemein eher schwache transkriptionelle Einfluss 

beider Substanzen auf die untersuchten Gene auf, wobei aber auch hier beide Stoffe einen 

eher suppressiven Charakter aufweisen (Abb. 3.4.2 C-Q). Einige der untersuchten Gene wur-

den durch PCB153 und E2 (VEGF, PAI-1 und EGFR) nicht beeinflusst bzw. lagen kaum sig-

nifikant verändert vor (ERα, ARNT, uPA, CYP1A1), was möglicherweise auch am Einsatz 

einer zu geringen Anzahl an Endometriose-Explantaten betroffener Patientinnen (n=3) für die 

qRT-PCR Analysen gelegen haben könnte. 

Der Einfluss der untersuchten Testsubstanzen auf eine AhR- bzw. XRE-vermittlelte Tran-

skription ist bei diesem Zelltyp im Vergleich zum hTERT-EEC System eher schwach ausge-

prägt. Deckungsgleich war die in beiden untersuchten Zellsystemen antagonistische Wirkung 

des spezifischen ER-Inhibitors ICI 182780 auf die mRNA-Expression von ARNT und COX-

2. Die Wirkung des ICI 182780 auf ARNT und COX-2 wurde bereits im hTERT-EEC Zell-

system diskutiert.  

Interessant war ein vergleichsweise kaum messbarer reprimierender Einfluss von PCB153 

und E2 auf die mRNA-Expression von uPA und PAI-1, welcher im hTERT-EEC Zellsystem 

hoch signifikant war. Trotz hoher gemessener basaler PAI-1-Expressionslevel in unbehandel-

ten Primärzellen aus Endoemtriose-Explantaten, führte weder die Inkubation mit PCB153 

noch E2 zu signifikanten mRNA-Veränderungen von PAI-1.  

Nach gründlicher Literaturrecherche sind dies wiederum die ersten Hinweise auf eine 

PCB153-vermittelte Repression der Genexpression von PROG-1, GPR30 und SOCS3 bei 
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Endometriosegewebe. Aufgrund dessen, dass zum einen die durch PCB153 in ihrer Genex-

pression veränderten Faktoren (PROG-1, GPR30 und SOCS3) in die Gruppe der ER- bzw. 

ERE-vermittelten Zielgene einzuordenen sind und zum anderen PCB153 nur zu schwachen 

Veränderungen AhR- bzw. XRE-vermittelter Gene führte, könnte man diesem Xenoestrogen 

eine größere Rolle im ER-vermittelten Signalweg bei Endoemtriose zuweisen. Vielleicht spie-

len aber auch Cytochrom P450-Enzyme wie CYP1A1 und die Genprodukte des AhR- bzw. 

XRE-vermittelten Siganlweges, die bekannt für ihre Rolle beim Steroid- und Fremdstoffme-

tabolismus sind, nur eine untergeordnete Rolle bei dieser Erkrankung. Dies könnte damit er-

klärt werden, dass Endometriosegewebe im Verlauf der Krankheitsentstehung zunehmend 

Hormon-unabhängiger wird und dass somit die genannten Enzyme damit ihre Bedeutung ver-

lieren.  

Es scheint, dass PCB153 auch im untersuchten Primärzellsystem von Endometriose-

Explantaten noch die Fähigkeit besitzt, die Expression verschiedener Gene zu beeinflussen. 

Jedoch scheint dieser Zelltyp im Vergleich zu hTERT-EEC Zellen, aufgrund seiner ohnehin 

schon Hormon-disruptierten Eigenschaften, weniger sensitiv auf PCB153 bzw. E2 zu reagieren. 

Auch in Primärzellen von Endometriose-Explantaten liegt, obwohl in abgeschwächter Weise, 

eine Wirkung von PCB153 über den ER-Signalweg bzw. der „cross-talk“ zwischen ER und dem 

AhR-Signalweg nahe. Darum sind mehr Untersuchungen notwendig um die genauen Regulati-

onsmechanismen des ER-Signalweges und dessen „cross-talks“ besser verstehen zu können. 

 

4.5 Risikopotential von Xenoestrogenen innerhalb Hormon-abhängiger Prozesse 

Estrogene spielen eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen Prozessen wie Wachstum 

und Differenzierung. Dabei wirkt es an verschiedenen Zielgeweben wie z.B. Brustdrüsen, 

Knochen, Gehirn, kardiovaskulären System sowie im weiblichen und männlichen Reproduk-

tionstrakt.  

Der klassische Mechanismus einer E2-abhängigen Induktion der Genexpression wird durch 

Liganden-gebundene ER-Homodimere vermittelt, welche an spezifischen mehr oder weniger 

palindromischen Sequenzen (ERE) in Promotorregionen Hormon-abhäniger Gene binden 

(Kumar et al., 1987). Es ist bekannt, dass einige dieser Promotorregionen auch mehrere ver-

schiedene EREs beinhalten können oder in Kooperation mit anderen Transkriptionsfaktoren, 

wie z.B. Sp1 oder AP-1 funktionale Hormon-regulierte Motive darstellen können (Khan, 

2003; Paech et al., 1997). Außerdem ist E2 in der Lage, die Genexpression auch durch Inter-

aktion von ER mit anderen, DNA-gebundenen Transkriptionsfaktoren zu aktivieren. Darüber 

hinaus existiert eine Reihe von Kofaktoren, welche mit nukleären Rezeptoren (NRs) intera-
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gieren und die jeweilige transkriptionelle Aktivität erhöhen (Enhancer) oder erniedrigen (Re-

pressor) können (McKenna et al., 1999). Sie stellen molekulare Brücken zwischen den NRs 

und der Transkriptionsmaschinerie dar. Solche Faktoren sind jedoch limitiert und NRs kon-

kurrieren um diesen Pool fördernder bzw. inhibierender Regulatoren, welche essentiell für ein 

optimales Transkriptionsmillieus sind. Hierdurch ist es möglich die Stimmulation eines Re-

zeptor-vermittelten Signalweges durch Wegfangen gemeinsam verwendeter Regulatoren zu 

inhibieren (Meyer et al., 1989).  

Xenoestrogene können die Funktion von NRs innerhalb Hormon-gesteuerter Systeme erheb-

lich stören. Sie repräsentieren eine Gruppe von Substanzen natürlicher und anthropogener 

Herkunft. Die vielfältigen durch sie verursachten Störungen liegen zum einen daran, dass die-

se Gruppe eine chemisch-strukturell sehr variable Stoffklasse darstellt. Zum anderen ist dies 

aber auch ihrer pleiotropen Wirkung zu zuschreiben, welche wie E2 über multiple Mechanis-

men agieren können. Die meisten von einer Xenoestrogen-vermittelten Reaktion betroffenen 

NRs laufen jedoch über den ER, AhR, PROG, Thyroidrezeptor, Glucocorticoid, PregnaneX-

Rezeptor (Bodwell et al., 2004; Hurst and Waxman, 2004; Villa et al., 2004) ab. Darüberhin-

aus können viele Rezeptoren auch ein „cross-talk“ mit Wachstumshormonrezeptoren einge-

hen wie am Beispiel zwischen ER und EGFR.  

Die strikte Trennung und somit separate Betrachtung der in dieser Arbeit untersuchten Hor-

mon- bzw. Xenoestrogen-vermittelten Signalwege (ER, MAPK und AhR) ist bei näherer Be-

trachtung der meisten untersuchten Gene nicht möglich, da viele der hier untersuchten Zielge-

ne multiple Bindungsmotive für deren transkriptionelle Aktivierung in ihren Promotoren auf-

weisen oder wie eben bereits erwähnt, die ER-, AhR- und MAPK-aktivierten Signalwege um 

die Bindung eines gemeinsamen Kofaktorenpools konkurrieren und so z.B. die trans-

Inhibition ausgeboteter Signalwege verusachen können. Durch transkriptionelle Vernetzung 

von Schlüsselgenen wie z.B. ER, COX-2, CYP1A1, VEGF, EGFR u.a. wichtiger zellulärer 

Sigalwege wird eine Steuerung physiologischer Prozesse im Hinblick auf Wachstum und Dif-

ferenzierung möglich. Dies bedingt aber auch deren Störanfälligkeit gegenüber Hormon-

ähnlichen Stoffen wie die des in dieser Arbeit untersuchten Xenoestrogens PCB153 erkennen.  

Schwierig und hoch kontrovers ist auch die Beurteilung eventuell auftretender Dosis-

Wirkungs-Beziehungen. So könnten schwache Dosen eines Substanzgemisches eventuell zu 

größeren toxischen Effekten führen als hohe Dosen einer Substanz (Koppe, 2006; Rasmussen 

et al., 2003). Ein gemeinsamer Dosis-Wirkungs-Mechanismus wird wohl aufgrund ihrer bis-

her entdeckten vielfältigen Wirkungsweisen nicht existieren.  
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Das Vorhandensein genetischer Polymorphismen bei Rezeptoren, Hormon-metabolisierenden 

Enzymen und Rezeptor-vermittelten Zielgenen kann bei betreffenden Zellen, Geweben oder 

bestimmten Populationen zu unterschiedlichen Wirkungsweisen von Hormonen und Xeno-

estrogenen führen (Li et al., 2006). Aber auch Faktoren wie Ernährung oder Lebensstil kön-

nen modulierende Auswirkungen in diesem Zusammenhang zeigen (You et al., 2002). Unter-

schiede in der Wirkung von Xenoestrogenen werden auch durch Exposition bestimmter Indi-

viduen zu kritischen Zeitpunkten hervorgerufen. So sind z.B. Expositionen in utero für physi-

ologische Prozesse wie Differenzierung und Organogenese kritisch, aber auch postnatale Ex-

positionen wie z.B. vor dem Beginn der Menarche oder während der Pupertät stellen sensible 

Zeitfenster hormoneller und xenoestrogener Verwundbarkeit dar (LaRonda, 2004).  

Es gibt starke Hinweise, dass chronische Inflammation mit der Entstehung bestimmter Krebs-

arten verbunden ist (Ohshima et al., 2003; Steele et al., 2003).  

Alarmierende Hinweise zum Einfluss verschiedener Xenoestrogene erhielt man schon in den 

1970er und 80er Jahren, als eine Vielzahl von Entwicklungs- und Reproduktionsstörungen bei 

vielen Tiergruppen festgestellt wurden. So gelangten z.B. 1980 bei einem Unfall in Florida 

große Mengen Dicofol, ein chemischer Verwandter des Schadstoffes DDT, und andere Che-

mikalien in den See Apopka. Während darauf folgender Jahre ging die Population dort leben-

der Alligatoren um 90 Prozent zurück und hat sich immer noch nicht erholt. Bei männlichen 

Alligatoren wurden geringere Mengen männlicher Geschlechtshormone gefunden, in weibli-

chen Tieren erhöhte Mengen weiblicher Hormone. Zusätzlich wiesen die Eierstöcke der 

Weibchen sowie die Hoden und Penisse der Männchen diverse Missbildungen auf. Heutzuta-

ge stellt die Umgebung des besonders industriell genutzten St. Lawrence Stroms in Kanada 

eine stark mit Xenoestrogenen belastete Region dar, in welchem eine Population von Beluga-

walen (Delphiapterus leucas) lebt. Post mortem Examinierungen dieser Tiere ergaben hohe 

Akkumulationen mit landwirtschaftlichen und industriellen Kontaminanten (PCB, DDT) im 

Fett der Tiere, welche für die reduzierte Geburtenrate verantwortlich gemacht werden. Dieser 

Zusammenhang konnte auch in einer experimentellen Studie, in der Robben mit belastetem 

Fisch gefüttert wurden und ebenfalls eine reduzierte Jungtierrate zeigten, beobachtet werden 

(Reijnders, 1986). Diese Beluga-Population zeigt außerdem eine höhere Tumorrate als ir-

gendeine andere terrestrische oder aquatische Tierart (Martineau, 2002). Aber auch Störungen 

und Erkrankungen des Reproduktions-, Immun- und endokrinen Systems bis hin zu echten 

adultem Hermaphrodismus konnten beobachtet werden. Außerdem fand sich eine hohe sys-

temische Expression der Cytochrom P450-abhängigen Monooxygenase CYP1A1 (DeGuise et 

al., 1994; Wilson et al., 2005). 
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Auch die in Zellmotilitätsversuchen mit verschiedenen Xenoestrogenen nachgewiesene ge-

steigerte Motilität von hTERT-EEC Zellen (Abb. 3.6) zusammen mit den Befunden einer re-

primierten MMP-3-Expression durch PCB153- bzw. E2-Inkubation bei diesem Zelltyp, lassen 

auf pathologische Veränderungen des endometrialen Gewebes schließen. Durch Einsatz von 

Xenoestrogenen mit unterschiedlicher Affinität zum AhR-Rezeptor, konnte dabei eine Steige-

rung der Motilität in AhR-abhängiger Weise bei diesem Zelltyp nicht festgestellt werden. Vor 

allem TCDD und PCB153 erwiesen sich als potente Induktoren der Motilität und ließen die 

hTERT-EEC Zellen vermehrt durch den Porenfilter wandern (Willing et al., 2010). 

Ein wesentliches Merkmal von Inflammation wie z.B. bei der Endometriose, ist die gesteiger-

te Produktion von Prostaglandinen und Cyclooxygenase. So werden z.B. COX-2, E2 und 

PGE2 in den meisten Geweben unter normalen Bedingungen nicht exprimiert, liegen jedoch 

bei Endometriosegewebe verstärkt akkumuliert vor (für Review siehe Bulun, 2010). Dies 

deckt sich mit den Ergebnissen aus der qRT-PCR dieser Arbeit, bei der hTERT-EEC Zellen 

kaum basale COX-2-Expressionslevel im Vergleich zu Zellen aus Endometriose-Explantaten 

zeigen (Abb. 3.5.1.1 und 3.5.2.1). In wie weit PCB153 oder E2 an diesem Prozess der COX-

2-Zunahme im Detail beteiligt sind, sollte Bestandteil weiterführender Untersuchungen sein. 

In dieser Arbeit konnte jedenfalls keine Zunahme der COX-2-Expression durch Inkubation 

mit PCB153 oder E2 nachgewiesen werden. Beide Substanzen wirkten reprimierend auf die 

COX-2-Expression „gesunden“ Gewebes, repräsentiert durch hTERT-EEC Zellen. Solch ein 

reprimierender Effekt konnte durch keine der beiden Substanzen bei Zellen aus Endometrio-

se-Explantaten beobachtet werden (Abb. 3.5.1.4 C und 3.5.2.4 C). 

Viele Untersuchungen haben bereits auf die große Komplexität Estrogen-vermittelter Signal-

wege hingewiesen. So gibt es multiple ER-abhängige Signalwege, verschiedene ER-

Bindungsmotive an der DNA sowie Interaktionen der verschiedenen ER-Signalwege mit an-

deren Transkriptionsfaktor-vermittelten Signalwegen (Hall et al., 2001). Zur Gruppe der ER-

abhängigen Signalwege gehören aber auch „cross-talks“ des ER mit Rezeptortyrosinkinase-

Signalwegen und intrazellulären Signalkaskaden wie der MAPK ERK1/2, aber auch Signal-

wege, bei dem der ER über andere Transkriptionsfaktoren an deren „response elements“ an 

die DNA bindet wie AP1, SP1 und NFκB (Bjornstrom and Sjoberg, 2005; Hammes and Lev-

in, 2007; Pietras and Marquez-Garban, 2007).  

Aufgrund dieser Beobachtungen ist das Interesse an der Aufklärung gerade der nicht-

klassischen ER-abhängigen Signalwege, bei welcher die ER-Bindung am klassichen ERE 

keine Rolle spielt, groß. In diese nicht-klassiche Gruppe der ER-abhängigen Signalwege ge-

hören z.B. membranständige ER-Proteine, als GPR30 bezeichnet, welche E2 binden und über 
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G-Proteine und EGFR, cAMP- und MAPK-Signalkaskaden stimulieren können (Filardo et al., 

2002; Prossnitz et al., 2008; Revankar et al., 2005; Thomas et al., 2005).  

Neben E2 können aber auch Xenoestrogene am GPR30 binden. So wurde bereits von der p,p-

DDT- und Kepon-Bindung an diesen Rezeptor bereichtet (Thomas and Dong, 2006; Thomas 

et al., 2005). Aber auch für Substanzen wie Bisphenol A oder Pestizide wie Methoxychlor 

und Antrazine ist eine solche Bindung nachgewiesen worden (Thomas et al., 2005).  

So ist eine Überexpression von GPR30 bei Brustkrebs positiv mit der Tumorgröße, dem Me-

tastasierungsgrad sowie einer Her-2/neu-Überexpression korreliert, was GPR30 eventuell zu 

einem interessanten prediktiven Marker für das aggressive Mammakarzinom macht (Filardo 

et al., 2006). Auch der Zusammenhang zwischen GPR30 und dem Endometriumkarzinom ist 

in der Literatur beschrieben. Hierbei ist eine GPR30-Überexpression positiv mit der Protein-

expression von EGFR korreliert, welche häufiger bei einer tief myometrial-invasierte Form 

des Endometriomkarzinoms vorlag, was wiederum mit erhöhter Aggressivität, einem fortge-

schrittenem Tumorstadium und einer geringeren Überlebensrate verbunden war (Smith et al., 

2007). Ähnliches wurde auch für das Ovarialkarzinom beobachtet (Smith et al., 2009). 

Der Zusammenhang eines möglichen Einflusses von PCB153 auf eine gesteigerte mRNA-

Expression von GPR30 konnte in dieser Arbeit weder für Zellen der Zelllinie hTERT-EEC 

noch für die aus Endometriose-Explantaten aufgezeigt werden (Abb. 3.5.1.2 D und 3.5.2.2). 

In beiden untersuchten Zellsystemen war sowohl PCB153 als auch E2 in der Lage, die Ex-

pression diese Gens zu reprimieren, wobei der reprimierende Effekt bei hTERT-EEC Zellen 

deutlicher zu erkennen war. Die Ergebnisse lassen daher einen eher geringen Einfluss dieses 

membranständigen Estrogenrezeptors auf den Krankheitsverlauf der Endometriose vermuten. 

Jedoch lässt die erfolgte Repression dieses Gens durch beide Substanzen auf eine Interferenz 

der untersuchten Substanzen mit diesem Rezeptortyp bzw. seinem Signaling schließen. 

Es existiert eine Anzahl an Hinweisen, dass die nicht-klassischen Wirkungsweisen von ER 

vor allem im Reproduktionssystem (in vivo) die eine Hauptrolle spielen (Klinge et al., 1999; 

Matthews and Gustafsson, 2006; McDevitt and Weiss, 2008), was viele der in vitro gewonne-

nen Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen. In welchem Maße die in dieser Arbeit angesproche-

nen ER-Rezeptortypen (ERα, ERβ und GPR30) an einzelnen ER-vermittelten Signalwegen 

bzw. deren „cross-talks“ mit anderen Signalwegen beteiligt sind, bedarf weiterer genauerer 

Untersuchungen.  

Die Evolution von Rezeptoren für die verschiedenen Klassen von Steroiden sowie die Evolu-

tion von Enzymen wie Steroiddehydrogenasen und Cytochrom P450s stellten wichtige Ereig-

nisse in der Evolutionsgeschichte von immer komplexer werdenden multizellulären Organis-
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men dar. So entwickelten sich aus einem „ER-Urahn“ im Laufe vieler Millionen Jahre durch 

drei aufeinander folgende Duplikationen, alle sechs heute vorkommenden Steroidhormonre-

zeptoren (Thornton et al., 2003). Darüber hinaus nimmt man an, dass zwischen nukleären 

Rezeptoren und oben genannten Enzymen eine Co-Evolution stattfand, für deren Fortentwick-

lung Xenoestrogene aus der Umwelt sowie die „Verwundbarkeit“ des Fremdstoffmetabolis-

mus antreibend waren (Baker, 2005).  

Mit dem ER als Urrezeptorprotein war E2 als Ligand bereits vorhanden. Vermutlich waren 

auch andere Hormone wie Progesteron und Testosteron, als Intermediärprodukte des E2-

Metabolismus ebenfalls schon vorhanden. Diese Zwischenstufen und somit potentielle Ligan-

den zeigten jedoch noch keine Affinität zu einem bis dato evolvierten Rezeptor („orhpan lig-

ands“). Durch Duplikationsereignisse in den Rezeptorgenen kam es zu diversen Sequenzab-

weichungen und schließlich zur Entstehung neuer Rezeptoren mit neuen Bindungseigenschaf-

ten, wodurch einige Intermediärprodukte des E2-Metabolsimus eine Signalfunktionen erhiel-

ten („ligand exploitation“).  

Solche evolutionären Prozesse können Unterschiede im Hormon- und Xenoestrogenmetabo-

lismus hervorrufen und so z.B. Spezies-spezifische Unterschiede im Xenoestrogenstoffwech-

sel erklären. Außerdem liegen bei vielen Menschen Gene in unterschiedlichen Versionen (Po-

lymorphismen) vor, wodurch deren Genprodukte in abgewandelten Versionen und Aktivitäten 

vorliegen, was dann auch zu Abweichungen im Xenoestrogen-Metabolismus führen kann.  

Somit scheinen ER-vermittelte Reaktionen eine Schlüsselrolle bei physiologischen Prozessen 

wie Proliferation und Differenzierung, welche vor allem für Entwicklung und Reproduktion 

von größter Bedeutung sind, einzunehmen. Anthropogen hergestellte und in hohem Maße in 

die Umwelt eingebrachte Stoffe wie PCB153 zeigen, wie Ergebnisse dieser Arbeit ausführen, 

einen estrogenen Charakter sowie einen regen „cross-talk“ mit anderen Signalwegen. Deren 

Risikopotential, normale endogene ER-vermittelte Signalwege zu stören, ist daher hoch und 

sollte Bestandteil auch weiterführender intensiver Untersuchungen sein. 

5 Zusammenfassung 

Die humane Uterusschleimhaut (Endometrium) stellt ein dynamisches System dar, welches in 

Vorbereitung auf eine Embryoimplantation fortwährend zyklischen Veränderungen unterliegt. 

Während eines Zyklus ist 17ß-Estradiol (E2) das prädominante Hormon der proliferativen 

Phase, wohingegen Progesteron die sekretorische Phase dominiert. Die ungestörte hormonelle 

Steuerung dieses Reproduktionsorgans, welche vorrangig über Rezeptor-vermittelte Prozesse 

erfolgt, ist eine wesentliche Grundvoraussetzung der weiblichen Fertilität. Viele Untersu-

chungen haben bereits auf die große Komplexität Estrogen-vermittelter Signalwege, welche 
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über zwei spezifische Estrogenrezeptoren (ERα und -β) ablaufen, hingewiesen. Außerdem 

zeigen diese Rezeptoren in ihrer Bindung verschiedener Ligandenstrukturen ein hohes Maß an 

Promiskuität. In vorausgegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde auf eine 

deutliche Belastung des humanen Endometriums mit u.a. den Xenoestrogenen PCB153, ß-

HCH und p,p`-DDE in physiologisch relevanten Konzentrationen hinwiesen. Diese Xeno-

estrogene repräsentieren eine Gruppe von Substanzen anthropogener Herkunft, welche struk-

turell endogenem E2 sehr ähnlich sind. Sie stehen im Verdacht die Funktion endogener Hor-

mone empfindlich zu stören.  

In dieser Arbeit sollte daher das Ausmaß der Interferenz von Xenoestrogenen mit den ver-

schiedenen Estrogenrezeptor (ER)-Signalwegen untersucht werden. 

Dafür wurden zunächst in vitro-Wachstumsanalysen mit unterschiedlich Hormon-sensitiven 

Zelllinien durchgeführt. Dabei wurden bei der uterinen Zelllinie hTERT-EEC in vitro ein ge-

steigertes Wachstum nach 96h Inkubation mit den Xenoestrogenen PCB153, p,p´DDE, ß-

HCH und Coumestrol sowie mit 17ß-Estradiol (E2) als Kontrolle nachgewiesen. Bei unter-

suchten Hormon-unabhängigen Primärzellen aus Endometriose-Explantaten und Zellen der 

Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2 konnten nach gleicher Xenoestrogeninkubation kei-

ne proliferativen Effekte gemessen werden. Parallel dazu wurden die in vitro-

Wachstumsanalysen mit zwei spezifischen Inhibitoren, welche ER-vermittelte Signalwege 

betreffen, durchgeführt. Hierbei kam es in Anwesenheit des reinen ER-Inhibitors ICI 182780 

und dem jeweiligen Xenoestrogen PCB153, ß-HCH, p,p`-DDE, dem Phytoestrogen Coum-

estrol sowie der Kontrolle E2 zur vollständigen Unterdrückung der gezeigten Wachstumsstei-

gerung der hTERT-EEC Zellen. Die Inkubation mit dem MAPK-Inhibitor U0126, welcher 

den „unspezifischen“ Wirkmechanismus des ER-vermittelten Signalwegs durch Inhibition der 

Phosphorylierung von ERK1/2 verhindert, zeigte eine Dämpfung der gezeigten Wachstums-

steigerung dieser Zellen. Auch bei der Brustkrebszelllinie MCF7 wurde eine ähnliche Xeno-

estrogen-induzierte wachstumsdämpfende Wirkung in Anwesenheit des MAPK-Inhibitors 

beobachtet. Die spezifische Suppression der Xenoestrogen-induzierten Proliferation durch den 

ER- und MAPK-Inhibitor weist auf eine Interferenz der untersuchten Xenoestrogenwirkung 

mit sowohl dem „klassischen“ als auch dem „alternativen“ Signalweg von ER hin.  

Weiterführend wurde das Proliferationsverhalten von Zelltypen verschiedener Herkunft unter 

Xenoestrogeneinfluss alternativ geprüft. Dabei zeigte sich bei immuncytochemischen Untersu-

chungen des Proliferationsmarkers Ki67 bei den Hormon-sensitiven Zellen der Brustkrebszellli-

nie MCF7 und der uterinen Zelllinie hTERT-EEC durch PCB153 und E2 eine erhöhte Proteinex-

pression des Proliferationsmarkers Ki67.  

In Reportergenanalysen, bei welchen mit Hilfe des Reportergenvektors pERE die Bindung von E2 
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und ähnlich affinen Substanzen am „estrogen response element“ (ERE) messbar gemacht wurde, 

induzierte PCB153 eine ähnlich hohe Promotoraktivität wie E2. Die Gegenwart des ER-Inhibitors 

ICI 182780 verhinderte die Induktion der Promotoraktivität bei beiden Testsubstanzen. 

Auch Western Blot-Untersuchungen der ERK1/2-Proteinexpression erhärten die Vermutung, 

dass die Wirkung der untersuchten Xenoestrogene von beiden ER-Signalwegen ausgehen 

könnte. Es scheint, dass vor allem PCB153 im Hinblick auf seine Wirkungsweise starke est-

rogene Eigenschaften besitzt.  

Da sowohl das Wachstum von Zellen aus der Brust als auch aus dem Uterus durch die unter-

suchten Xenoestrogene gesteigert wurden und dabei die eingesetzten Inhibitoren auch in ähn-

licher Weise in der Lage waren die Wirkung dieser Xenoestrogene negativ zu beeinflussen, 

kann von einer Gewebe-spezifischen Wirkung von speziell PCB153 nicht ausgegangen wer-

den. 

Eine der Fragestellungen dieser Arbeit war es, die in Abhängigkeit von Xenoestrogenen even-

tuell schon in frühen Stadien auftretenden Veränderungen gesunder endometrialer Zellen zu 

untersuchen. Diese Untersuchungen wurden an immortalisierten endometrialen Epithelzellen 

(hTERT-EEC) und endometriotischen Primärzellen von endoskopierten Endometriose-

Patientinnen mit der Diagnose idiopathische Sterilität durchgeführt.  

Die durch E2 und PCB153 hervorgerufenen Genexpressionsveränderungen in beiden unter-

suchten Zellsystemen stellten überwiegend Repressionen dar. Ausserdem war auffällig, dass 

beim Vergleich der durch E2 und PCB153 induzierten Effekte, beide Substanzen meist ähn-

lich reagierten, was die vermutete estrogene Wirkung von PCB153 weiter erhärtet. Es scheint, 

dass PCB153 im gesunden Gewebe durch Repression multipler Gene an der Verschiebung 

des hormonellen Gleichgewichtes beteiligt sein könnte und darüber hinaus wichtige physiolo-

gische Prozesse wie Angiogenese, Gewebeumbau („tissue remodeling“), Migration und Inva-

sivität zu stören vermag und dass diese störenden Einflüsse auch bei bereits erkranktem En-

dometriosegewebe durch PCB153-Einwirkung weiter fortgeführt werden können. Darüber 

hinaus zeigten PCB153 und E2 Auswirkungen auf die Expression von GPR30, AhR, ARNT 

und EGFR, was auf eine Interferenz der Stoffe mit anderen wichtigen Signalwegen hinweist 

und lässt somit auf einen regen „cross-talk“ von sowohl PCB153 als auch E2 über ER-

vermittelte Prozesse mit anderen Signalwegen schließen. 

Abschließend wurde ein möglicher Zusammenhang von PCB153 bei der Karzinogenese so-

wie eine mögliche Assoziation zu gynäkologischen Erkrankungen wie Endometriose disku-

tiert. 
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