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Kurzreferat 
 

Endokrin wirksame Umweltchemikalien mit estrogenem Potential stellen eine mögliche Gefahr für 
die Reproduktionsfähigkeit des Menschen dar. Sie sind selbst bei Nichtexponierten in verschiedenen 
Geweben nachweisbar, so auch im Endometrium, in welchem vor allem das polychlorierte Biphenyl 
153 (PCB153), ß-Hexachlorcyclohexan (ß-HCH) und 1,1-Bis-(4-chlorphenyl)-2,2-dichlorethylen 
(p,p´DDE) akkumuliert werden. Mit der vorliegenden Arbeit erfolgte die in vitro Untersuchung 
estrogener Effekte dieser drei Substanzen. Als Modellsystem dienten Primärkulturen humaner 
Endometriumepithel- und Stromazellen (EEC und ESC), zur Kontrolle wurde die MCF-7 
Mammakarzinomzelllinie mitgeführt. Es erfolgte eine 72stündige Exposition aller Kulturen mit den 
Umweltchemikalien, sowie mit 17ß-Estradiol (E2). Als Nachweismethoden für estrogene Effekte 
kamen sowohl der ESCREEN Assay, als auch die Quantifizierung der immuncytochemisch 
bestimmten Expression des Progesteronrezeptors (PR) und von Estrogenrezeptor alpha und beta 

(ERα und ERß) mittels HSCORE zum Einsatz. 

Alle getesteten Substanzen zeigten proliferative Effekte im ESCREEN Assay. Diese waren bei den 
epithelialen Zellen (EEC und MCF-7) stärker als bei den ESC und bei allen kultivierten Zellen nach 

Inkubation mit E2 am deutlichsten ausgeprägt. Die Rezeptoren ERα, ERß und PR der EEC wurden 

unter Einfluss von E2 verstärkt exprimiert, ebenso nach Exposition mit PCB153. Schwächer stellte 
sich die Rezeptorinduktion nach Einwirkung von ß-HCH dar und war nach Inkubation mit p,p´DDE 
nicht nachweisbar. Bei den ESC ließ sich generell ausschließlich der PR induzieren, wiederum am 
stärksten durch Zugaben von E2 und PCB153. Die Inkubation mit ß-HCH bewirkte schwache Ex-
pressionssteigerungen dieses Rezeptors, p,p´DDE keine. Zusammengefasst waren die Reaktionen 
nach 72h Exposition mit PCB153 ähnlich denen des E2, wohingegen ß-HCH in beiden 
Nachweisverfahren schwächere estrogene Effekte zeigte und p,p´DDE ausschließlich 
Proliferationssteigerungen, aber keine Veränderungen der Steroidrezeptorexpression hervorrief.  
Die in den Expositionsversuchen eingesetzten Schadstoffkonzentrationen sind physiologisch 
relevant, so dass adverse Effekte dieser Substanzen auf steroidhormonregulierte Mechanismen in 

vivo möglich erscheinen. Da der Organismus aber in der Lage ist, Störungen der hormonellen 
Homöostase zu begegnen, erscheint eine ernsthafte Gefährdung der Reproduktionsfähigkeit 
unwahrscheinlich. Dennoch sollte besonders bei idiopathischen, häufig oft multifaktoriell bedingten 
Erkrankungen der Einfluss von Umweltschadstoffen nicht unberücksichtigt bleiben.  
 
Hippe, Sabine: Untersuchungen zur estrogenen Potenz endokrin wirksamer Umweltchemikalien an 
Primärkulturen humaner Endometriumzellen. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2005 
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1. Einleitung 
 

1.1. Einführung in die Problematik 
 
Mit voranschreitender Industrialisierung und der Synthese immer neuer Chemikalien für alle Berei-
che des Lebens werden zunehmend warnende Stimmen laut, die einen vorsichtigeren Umgang mit 
diesen „Errungenschaften“ fordern. Zahlreiche Veränderungen in der Natur und der menschlichen 
Gesundheit schreibt man dem stärker werdenden Einfluss von Umweltchemikalien zu. Diese reichen 
von Klimaschwankungen, dem Aussterben von Pflanzen- und Tierarten, der steigenden Rate an 
Allergien, bis hin zu abnehmender Fruchtbarkeit. Das verstärkte Auftreten fertilitätsbeeinträchtigen-
der Erkrankungen wird einer speziellen Gruppe von Umweltchemikalien angelastet: den endokrin 
wirksamen Substanzen. Die Schwierigkeit für die Beweisführung besteht darin, dass es sich nur 
selten um monokausale Zusammenhänge handelt, die eine einfache Zuordnung von Ursache und 
Wirkung erkennen ließen. Es sind zumeist sehr komplexe, global bzw. ganzheitlich zu betrachtende 
Veränderungen, deren teilweise Erforschung nicht ohne weiteres Rückschlüsse auf generelle Ent-
wicklungen zulässt. Leider galten Forschungsarbeiten zu endokrin aktiven Umweltchemikalien lange 
Zeit als sehr unpopulär, gar als "funky science" (Krimsky 2000), so dass die Aufnahme dieser The-
matik in etablierte wissenschaftliche Kreise erst Ende der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts 
gelang. 
Tatsächlich lassen sich bei nahezu jedem Menschen Akkumulationen von endokrin aktiven Substan-
zen in zahlreichen Geweben und Körperflüssigkeiten nachweisen, wie z.B. im Fett (Seliger et al. 

1995), Blut (Koopman-Esseboom et al. 1994, Lehnert et al. 1994, Bates et al. 2004), Muttermilch 
(Koopman-Esseboom et al. 1994, Nakagawa et al. 1999), Follikelflüssigkeit, Ejakulat (Wagner et al. 

1990) und Endometrium (Seliger et al. 1995, Kuntzsch 2000, Schaefer et al. 2000). Unklarheit 
herrscht darüber, ob diese teilweise sehr geringen Konzentrationen überhaupt in der Lage sind, in 
hormonelle Regulationsmechanismen einzugreifen. Von besonderem Interesse erscheinen Akkumu-
lationen endokriner Umweltchemikalien in hormonellen Zielgeweben, wie dem Endometrium, da 
diese direkt „vor Ort“ zu einer Störung steroidhormonregulierter Mechanismen und damit einer Be-
einträchtigung der Fertilität führen könnten (Kuntzsch 2000, Schaefer et al. 2000, Köller et al. 2004).  
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1.2. Begriffsbestimmungen 
 
Die Bezeichnungen endokrine Disruptoren, oder auch „endocrine disrupting chemicals“ (EDC) 
fanden erstmals durch Colborn et al. (1993) Eingang in die wissenschaftliche Literatur. Einige Auto-
ren sprechen bevorzugt von endokrinen Modulatoren, oder hormonaktiven Chemikalien (Bolt 

und Degen 2000, Schlumpf 2000). Per definitionem handelt es sich um eine strukturell heterogene 
Gruppe von Substanzen, die mit der Produktion, der Freisetzung, dem Transport und Abbau, der 
Bindung an Rezeptoren und der Wirkung von natürlichen Hormonen interferieren (Schlumpf 2000). 
Damit sind nicht nur agonistische, sondern auch antagonistische Wirkmechanismen einbezogen 
(Mueller et al. 2003). Etwas drastischer formulierte Weybridge: „Endokrine Disruptoren sind exogene 
Substanzen, die adverse Gesundheitseffekte in intakten Organismen oder ihrem genetischen Mate-
rial hervorrufen, welche zu Veränderungen ihrer endokrinen Funktionen führen“ (aus Schlumpf 

2000). Der Großteil der hormonaktiven Chemikalien interagiert mit Sexual- oder Schilddrüsenhormo-
nen. Die Gemeinsamkeit beider Systeme beruht darin, dass die Zielzellrezeptoren zur Superfamilie 
der nukleären Transkriptionsfaktoren gehören. Zuerst bekannt wurden Chemikalien, die wie das 
Sexualhormon Estradiol wirken, weshalb man den Begriff der Xenoestrogene eingeführt hat. Als 

Xenoestrogene (griechisch ξενοσ= fremdartig) bezeichnet man alle nicht endogen im Organismus 

gebildeten, estrogenartig wirkenden Substanzen. Dazu gehören auch die Phytoestrogene, die zu 
den sekundären Pflanzenstoffen gerechnet werden und Mykoestrogene, die entsprechend in Pilzen 
vorkommen. Etwas unklar ist die Situation bei den medikamentös eingesetzten synthetischen Estro-
genen, die streng genommen auch zu den Xenoestrogenen gerechnet werden müssen. Generell gilt, 
dass es sich um Chemikalien handelt, deren endokrine Wirksamkeit aus ihrer Struktur nicht ohne 
weiteres ableitbar ist. Häufig findet man organische Verbindungen aus der Gruppe der polyhaloge-
nierten aromatischen Kohlenwasserstoffe („polyhalogenated aromatic hydrocarbons“, PHAH), die 
auch als „persistent organic pollutants“ (POPs) bezeichnet werden. Viele der endokrin aktiven 
Chemikalien interferieren direkt mit steroidhormonregulierten Mechanismen, wohingegen andere 
bevorzugt das fremdstoffmetabolisierende System über Interaktionen mit dem Arylhydrocarbonre-
zeptor (AHR) in Gang setzen.  
 

1.3. Art und Vorkommen von Xenoestrogenen 
 
Xenoestrogene sind ubiquitär verbreitet, mit zunehmender Forschungsarbeit werden immer neue 
Chemikalien und Wirkstoffgruppen entdeckt, die ein estrogenes Potential besitzen (Abb.1). Zu den 
Verbindungen anthropogener Herkunft gehören: Pestizide (1,1,1-Trichlor-2,2-bis(4-chlorphenyl)- 
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ethan [DDT], Nitrophen, Lindan), Industriechemikalien (polychlorierte Biphenyle [PCB], Alkylpheno-
le, Bisphenol A, Phthalate), Arzneimittel (Ethinylestradiol), aber auch Kosmetika (UV-Schutzfilter) 
(Schlumpf 2000). Da die meisten dieser Substanzen aufgrund ihrer Lipophilie äußerst persistent 
sind, können sie sich in der Nahrungskette anreichern. Weiterhin gibt es Schwermetalle, wie Cad-
mium, Blei, Kupfer und Nickel, denen eine estrogenartige Wirkung nachgewiesen wurde (Safe 

2003). 
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Abb.1: Art und Vorkommen von Xenoestrogenen 
 

Zur Gruppe der Phytoestrogene gehören die Coumestane (Coumestrol) und Isoflavone (Daidzein, 
Genistein), vor allem in Klee und Sojaprodukten zu finden und Lignane (Enterodiol, Enterolacton), 
die in Leinsamen und faserreichen Lebensmitteln vorkommen. Mykoestrogene wie Zearalenon sind 
Schimmelpilzprodukte, die in Nahrungsmitteln als Kontaminanten verbreitet sind (Bolt und Degen 

2000, Kleine-Gunk 2001). Es muss davon ausgegangen werden, dass es noch eine Vielzahl von 
Substanzen gibt, deren estrogenes Potential bisher nicht entdeckt wurde. 
 
 

1.4. Auswirkungen von Xenoestrogenen auf die Reproduktionsfähigkeit des 
Menschen 

Die Historie der EDC reicht zurück bis in die vierziger Jahre des letzten Jahrhunderts. Ein bedeuten-
des Ereignis auf dem Weg zur Erforschung endokrin wirksamer Chemikalien war die Entdeckung 
des synthetischen Estrogens Diethylstilbestrol (DES) im Jahr 1938 durch Edward Charles Dodds. 
Bereits ein Jahr später begann dessen Produktion und Einsatz als Medikament. Ab 1941 wurden in 
den USA auch schwangerschaftsassoziierte Erkrankungen in die Behandlung mit DES eingeschlos-
sen. Bis 1971 erhielten allein dort 3 Millionen Schwangere dieses synthetische Estrogen (Krimsky 

2000). Erst als Arthur Herbst einen Zusammenhang zwischen dem gehäuften Auftreten von Adeno-
karzinomen der Vagina bei jungen Frauen und der Behandlung deren Mütter mit DES aufdeckte, 
wurde der Einsatz des Medikamentes verboten (Herbst 1981). Weitere Nachbeobachtungen wiesen 

3 
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bei männlichen Nachkommen gehäuft Missbildungen des Genitaltrakts (Gill et al. 1987) und bei be-
handelten Müttern eine geringgradig erhöhte Mammakarzinominzidenz nach (Greenberg et al. 

1984). Die Auswirkungen dieses Medikamentenzwischenfalls lassen sich nicht ohne weiteres auf die 
weitaus geringere, tatsächlich relevante Belastungssituation des Menschen mit Xenoestrogenen 
übertragen. Dennoch gibt es auch hier Hinweise auf Zusammenhänge zwischen estrogenwirksamen 
Umweltschadstoffen und dem gehäuften Auftreten von Reproduktionsstörungen (McLachlan 2001). 
So beobachtete man in den letzten Jahrzehnten vor allem in Industrieländern einen Rückgang der 
Spermienqualität und –quantität, erhöhte Hodenkrebsraten und gesteigerte Inzidenzen von Hypo-
spadie und Kryptorchismus, was auf die starke Belastung mit endokrinen Disruptoren zurückgeführt 
wurde (Sharpe und Skakkebaek 1993, Danzo 1998, Hardell et al. 2003, Hauser et al. 2003). Auch 
die Entstehung von Mammakarzinomen soll durch Xenoestrogene gefördert werden (Davis et al. 

1993, Wolff et al. 1993, Güttes et al. 1998, Hoyer et al. 1998), eine Hypothese, die nicht unumstritten 
ist (DeBruin und Josephy 2002, Coyle 2004). Eine weitere Erkrankung, die erst in jüngerer Zeit in 
Zusammenhang mit Umweltschadstoffen gebracht wurde, ist die Endometriose (Koninckx 1999, 

Birnbaum und Cummings 2002). Hierbei kommt es aufgrund noch weitgehend ungeklärter Mecha-
nismen zu einer Absiedlung von Endometrium an aberranter Lokalisation, die zu Dysfunktionen wie 
Verhinderung der Eiaufnahme, Fehlfunktion der Eileiter, wiederholten Aborten und verminderter 
Implantationsrate führen kann. In einer bislang einmaligen Studie konnten Rier et al. (1993) einen 
Zusammenhang zwischen der Entstehung von Endometrioseherden bei Rhesusaffen und chroni-
scher Dioxinbelastung nachweisen. Bei Frauen, die entweder unter Endometriose, Aborten, per-
sistenter Infertilität oder ovarieller Insuffizienz litten, wurden signifikant erhöhte Serumkonzentratio-
nen von PHAH gemessen (Bercovici et al. 1983, Leoni et al. 1989, Gerhard et al. 1999, Eisenhardt 

et al. 2001).  
 
 

1.5. Physiologische Estrogenregelmechanismen im Endometrium 
 
Das Endometrium ist die das Uteruslumen auskleidende Schleimhautschicht. Es setzt sich zusam-
men aus einer basalen (Stratum basale) und einer oberflächlichen Schicht (Stratum functionale); 
letztere wird während der Menstruation weitgehend abgestoßen. Die wichtigsten zellulären Bestand-
teile des Endometriums sind die Epithel- und Stromazellen und die blutgefäßbildenden Zellen (Lei-

denberger 1998). Das einschichtige, prismatische Epithel untergliedert sich in Luminal- und Drüsen-
epithel, welches kontinuierlich ineinander übergeht. Die Zellen im Inneren der Drüsen haben 
Stammzellcharakter. Im Gegensatz zu denjenigen der meisten anderen Organe sind die uterinen 
Epithelzellen mesenchymalen Ursprungs (Gerschenson et al. 1979). Das endometriale Stroma be-
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steht ebenfalls aus einer heterogenen Zellpopulation. Den wichtigsten Zelltyp stellen die stromalen 
Fibroblasten dar, die regionale und zyklusabhängige Unterschiede zeigen. Neben diesen enthält das 
Stroma auch zahlreiche lymphoide Zellen. Das Endometrium ist wie das Myometrium ein klassisches 
Erfolgsorgan von Estradiol und Progesteron. Durch die Existenz spezifischer Rezeptoren mit hoher 
Affinität ist es in der Lage, auf diese Hormone in der bekannten Weise zu reagieren (Abb.2): 

5 

Abb.2: Zyklusabhängiger Aufbau des Endometriums 

 
In der Follikelphase, die durch die Sekretion von Estradiol gekennzeichnet ist, kommt es als Folge 
der Estrogenwirkung zur Proliferation des Endometriums. Stroma und Endometriumdrüsen wachsen, 
die Endometriumschicht wird dicker. In der Lutealphase blockiert Progesteron die epitheliale und 
stromale Proliferation und verursacht die sekretorische Umwandlung der Endometriumdrüsen, so 
dass sich das Endometrium schließlich voll ausdifferenziert und hypertrophiert darstellt. Am Ende 
der Lutealphase, wenn die Lutealfunktion zusammenbricht, lassen sich im Endometrium nekrotische 
Prozesse nachweisen. Es kommt zur multifokalen Abstoßung von Zellen, regressiven Veränderun-
gen der Blutgefäße und Blutaustritt. Dann beginnt die Regeneration des Endometriums (Leidenber-

ger 1998).  
Die wichtigsten natürlichen Estrogene sind 17ß-Estradiol (E2), Estron und Estriol. Sie sind Steroide, 
die durch einen aromatischen A-Ring und 18 Kohlenstoffatome gekennzeichnet sind. Das E2 ist das 
am stärksten wirksame natürliche Estrogen der Frau und wird im geschlechtsreifen Alter vor allem in 
den Granulosazellen des reifen Follikels gebildet. Ein wichtiger Ort der „peripheren“ Estrogensynthe-
se ist das Fettgewebe. Die Estrogene entfalten ihre zellspezifischen Wirkungen durch Reaktion mit 
intrazellulären Rezeptorproteinen, den Estrogenrezeptoren (ER), die zur Superfamilie der nukleären 
Transkriptionsfaktoren gehören und chaperonassoziiert im Zellkern vorliegen (siehe Abschnitt 6.3.). 
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Nach Bindung des E2 am Rezeptor kommt es zu einer Transaktivierung abhängiger Zielgene (Lei-

denberger 1998), wobei auch die Expression des Progesteronrezeptors (PR) auf diesem Wege in-
duziert wird (Tseng 1979). Diese PR-Induktion ist Voraussetzung der Progesteronwirkung. 
 
 

1.6. Auswahl der Testsubstanzen 
 
Zahlreiche Untersuchungen beschäftigen sich mit der Bestimmung von Akkumulationsraten endokrin 
wirksamer Umweltchemikalien in humanen Geweben (Wagner et al. 1990, Koopman-Esseboom et 

al. 1994, Lehnert et al. 1994, Seliger et al. 1995, Nakagawa et al. 1999, Kuntzsch 2000, Schaefer et 

al. 2000, Bates et al. 2004). Aufgrund der Lipophilie der meisten dieser Substanzen werden generell 
die höchsten Anreicherungen im Fettgewebe gefunden. Betrachtet man die endokrinen Disruptoren 
im einzelnen, so fällt auf, dass in nahezu allen untersuchten Geweben die drei PHAH 1,1-Bis-(4-
chlorphenyl)-2,2-dichlorethylen (p,p´DDE), ß-1,2,3,4,5,6-Hexachlorcyclo-hexan (ß-HCH) und 
PCB153 am stärksten akkumuliert werden. In Endometriumproben normofertiler und steriler Frauen 
wurden ebenfalls Anreicherungen dieser Umweltchemikalien entdeckt (Seliger et al. 1995, Kuntzsch 

2000). Überraschenderweise entsprachen die Konzentrationen der Substanzen im Endometrium 
denen im Blut oder überschritten diese Level sogar noch. In daraufhin durchgeführten in vitro Versu-
chen an primär kultivierten Endometriumepithelzellen zeigte sich, dass alle drei Chemikalien in der 
Lage waren, in relevanten Konzentrationen proliferative Effekte hervorzurufen (Köller 2002). Mit der 
vorliegenden Arbeit wurden diese in vitro Untersuchungen fortgesetzt und ausgeweitet, um die 
Wirkmechanismen von PCB153, ß-HCH und p,p´DDE und deren „Estrogenizität“ näher aufklären zu 
können.  

 
1.6.1. Das PCB153 

Die PCB sind eine Chemikalienklasse, die aus 209 
theoretisch möglichen Verbindungen besteht. Sie un-
terscheiden sich, bei gleichem Grundgerüst von 2 
Phenolringen, durch Anzahl und Lage der Chloratome 
und werden auch als Kongenere bezeichnet. Die in-

dustrielle Produktion der PCB begann 1929. Aufgrund ihrer Eigenschaften (thermische Stabilität, 
Chemikalien- und Flammenresistenz, nicht stromleitend, kostengünstig produzierbar) wurden sie 
zunächst ohne Einschränkungen u.a. als Kühl- und Isolierflüssigkeit, Weichmacher und Flamm-
schutzmittel eingesetzt. Seit 1978 dürfen PCB allerdings nur noch in geschlossenen Systemen ver-
wendet werden und unterliegen heute den Anwendungsrichtlinien der Chemikalienverbotsverord-

Abb.3: 2,2´,4,4´,5,5´-Hexachlorbiphenyl (PCB153) 
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nung (Popp et al. 1993, Fiedler et al. 1995). Die Belastung des Menschen ist seit Jahren rückläufig 
(Sjödin et al. 2004), trotzdem lassen sich bestimmte Kongenere (PCB138, 153, 180) weiterhin 
nachweisen (Chapin et al. 2004). Die chronische Toxizität der PCB betrifft vor allem die Leber, aber 
auch Störungen hormoneller Regelmechanismen (vor allem thyroid- und steroidhormongesteuerte) 
wurden beobachtet (Fiedler et al. 1995). Bei Tieren traten Fertilitätsstörungen in beiden Geschlech-
tern und Embryotoxizität nach chronischer Zufuhr subtoxischer Mengen PCB auf (Popp et al. 1993). 
Die coplanaren PCB werden als dioxinähnliche Verbindungen gewertet, da sie eine Affinität zum 
AHR aufweisen (Aoki 2001). Der AHR, auch Dioxin- oder Schadstoffrezeptor genannt, ist ein ubiqui-
tär verbreiteter ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor, dessen natürlicher (endogener) Ligand bis-
lang nicht bekannt ist. Man entdeckte ihn aufgrund seiner hohen Affinität zum 2,3,7,8-Tetrachlor-
dibenzodioxin (TCDD) (Poland et al. 1976). Den nichtcoplanaren PCB, zu denen auch das Kongener 
153 gehört, wird ein estrogenes Potential zugeschrieben (Safe 1995). 

 
1.6.2. Das ß-HCH 

Das ß-HCH ist eins von acht Stereoisomeren des Hexachlor-
cyclohexans und gehört zu den schwerflüchtigen Chlorverbin-
dungen. Im Jahr 1912 gelang es von der Linden die einzelnen 
Isomere aus dem technischen HCH zu isolieren. Ihm zu Ehren 

wurde das insektizide γ-HCH später „Lindan“ genannt (Fiedler et al. 1993). Unmittelbar nach dem 
zweiten Weltkrieg begann man mit der Produktion von technischem HCH, wenig später mit der Lin-
danherstellung. Lindan wurde bevorzugt gegen Boden-, Forst- und Vorratsschädlinge eingesetzt. In 
der Medizin hatte und hat es Bedeutung als Therapeutikum der Skabies. Die Anwendung des tech-
nischen HCH in Land- und Forstwirtschaft ist seit 1974 verboten. Von allen Isomeren ist das ß-HCH 
das am stärksten lipophile und erreicht in humanen Geweben die höchsten Akkumulationsraten. Die 
chronische Toxizität betrifft vorwiegend Leber und Immunsystem (Fiedler et al. 1993), auch konnte 
eine estrogene Wirksamkeit beschrieben werden (Coosen und van Velsen 1989, Steinmetz et al. 

1996). Im Tierversuch zeigten sich nach Fütterung mit der Substanz Anovulationen und Hyperplasie 
des Endometriums (Loeber und van Velsen 1984).  

Abb.4: Hexachlorcyclohexan (HCH) 

 
1.6.3. Das p,p´DDE 

Das p,p´DDE ist der Hauptmetabolit des Insek-
tizids DDT, besitzt aber dessen Wirkung nicht 
mehr. DDT wurde 1874 von Othmar Zeidler 
erstmals synthetisiert, seine insektizide Wirk-Abb.5: 1,1-Bis-(4-chlorphenyl)-2,2-dichlorethylen (p,p´DDE) 
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samkeit jedoch erst 1939 von Paul Müller entdeckt, der dafür 1948 mit dem Nobelpreis für Medizin 
ausgezeichnet wurde. Jahrzehntelang galt es als das wichtigste Pestizid weltweit, da Erkrankungen 
wie Malaria, Typhus und Cholera durch die wirksame Bekämpfung der Vektoren drastisch reduziert 
werden konnten. Das Auftreten von Resistenzen, sowie Berichte über Anreicherungen des DTT in 
der Nahrungskette und Schädigungen von Warmblütern sorgten dafür, dass die Produktion und An-
wendung dieser Substanz in nahezu allen Industrieländern verboten wurde (Schaefer et al. 1995). In 
Entwicklungsländern darf DDT weiterhin für die Malariabekämpfung produziert und eingesetzt wer-
den. Trotz der Verbote ist die Belastung mit dem Metaboliten p,p´DDE noch immer sehr hoch. Es 
handelt sich um die am stärksten akkumulierte Umweltchemikalie in humanen Geweben. Das deutet 
zum einen auf die enorme Persistenz dieser Substanz hin, andererseits muss davon ausgegangen 
werden, dass auch bei uns weiterhin die Aufnahme über kontaminierte Lebensmittel – vorwiegend 
Importe aus Ländern ohne DDT Verbot – anhält (Chapin et al. 2004). Es wird vermutet, dass hohe 
Akkumulationsraten von p,p´DDE in humanen Geweben mit dem gehäuften Auftreten von Brust-
krebs korrelieren. In den meisten Untersuchungen konnte ein statistisch signifikanter Zusammen-
hang allerdings nicht nachgewiesen werden (Snedeker 2001). Für alle para substituierten DDT Ab-
kömmlinge (wozu auch p,p´DDE gehört) wurden antiandrogene Eigenschaften aufgezeigt, wohinge-
gen die ortho substituierten Metaboliten Agonisten am ER sein sollen (Kelce et al. 1995). 
 
 

1.7. Auswahl von Modellsystem und Nachweisverfahren 
 
Für die in vitro Testung endokriner Disruptoren erscheint die Verwendung von Zellkulturen beson-
ders geeignet. Am häufigsten werden Zelllinien eingesetzt, die einen hohen Probendurchlauf ge-
währleisten und relativ einfach zu handhaben sind. Für Versuchsanordnungen mit Xenoestrogenen 
ist es zudem unerlässlich, dass die Zellen über eine entsprechende Steroidrezeptorexpression ver-
fügen. Viele Wissenschaftler nutzen daher die MCF-7 Mammakarzinomzelllinie, da sie als ER und 
PR positive Zelllinie diese Eigenschaften erfüllt. Leider weist das Modellsystem Mängel auf, da zahl-
reiche metabolische und funktionelle Merkmale dieser Tumorzelllinie nicht denen des Ursprungsge-
webes in vivo entsprechen (Mueller 2004). Aus diesem Grund fiel für die vorliegende Arbeit die Ent-
scheidung zu Gunsten des Einsatzes von Primärkulturen. Da das Endometrium einerseits ein wichti-
ges Zielgewebe für estrogene Wirkungen darstellt, andererseits in der Lage ist, endokrin aktive Um-
weltschadstoffe zu akkumulieren (Seliger et al. 1995, Kuntzsch 2000, Schaefer et al. 2000), erschien 
die Etablierung eines Primärkultursystems für humane Endometriumzellen als Testsystem für Xeno-
estrogene äußerst vielversprechend. Köller (2002) konnte bereits erfolgreich humane Endometrium-
epithelzellen (EEC) kultivieren, nicht hingegen endometriale Stromazellen (ESC). In der vorliegen-
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den Arbeit erfolgte die primäre Kultivierung beider Endometriumzellpopulationen vergleichend zur 
Kultur der Mammakarzinomzelllinie MCF-7. 
Es gibt zahlreiche Nachweisverfahren, um die estrogene Potenz einer Substanz experimentell zu 
belegen. Für Untersuchungen in vivo sind Tierversuche unerlässlich. Nur im lebenden Organismus 
können toxikokinetische Faktoren ausreichend Berücksichtigung finden, was besonders bei Chemi-
kalien von Bedeutung ist, die erst im Körper zu aktiven Metaboliten umgewandelt werden. Meist 
kommt der Nagerbioassay zum Einsatz, bei dem Veränderungen des Uterusgewichts (O´Connor et 

al. 1996) oder der Vaginalepithelverhornung (Odum et al. 1997) bestimmt werden. Der Uterusge-
wichtsassay gilt dabei als „Goldstandard“ aller in vivo Testsysteme (Scrimshaw und Lester 2004).  
Die wichtigsten in vitro Assays sind in Tab.1 zusammengefasst. Für diese Methoden gilt, dass sie 
die Möglichkeit der Untersuchung estrogener Wirkmechanismen bieten. 
 
Tab.1: Wichtige in vitro Assays zum Nachweis estrogener/antiestrogener Aktivität (nach Mueller 2004)  
 
In vitro Assays Endpunkte Vorteile Nachteile Referenzen 

ESCREEN Proliferation ERα-  
positiver Zellen 

misst physiologischen 
Endpunkt  

keine genauen  
mechanistischen Daten 

Soto et al. 1995 

Ligandenbindung Bindungsaffinität zu ERα 
oder ß 

einfach, hoher Proben-
durchlauf 

keine ER Aktivierung, keine 
physiologische Antwort 

Kuiper et al. 1997 
Bolger et al. 1998 

ERE Bindung Bindungsaffinität der ER 
zum ERE 

verschiedene EREs nutzbar keine ER Aktivierung, keine 
physiologische Antwort 

Nikov et al. 2000 
Boyer et al. 2000 

Transaktivierung ER vermittelte Reporter-
genaktivierung 

hoher Probendurchlauf, ER 
Aktivierung 

keine physiologische Ant-
wort 

Shelby et al. 1996 
Mueller et al. 2003 

Genexpression Expression ER-  

 

regulierter Gene 
physiologische Antwort geringer Probendurchlauf Nuwaysir et al. 1999 

Jørgensen et al. 2000 

Enzymanalyse Aktivität ER- regulierter 
Enzyme 

physiologische Antwort nur Zellen mit brauchbaren 
Markerenzymen einsetzbar 

Holinka et al. 1986 
Mueller et al. 2003 

Steroidogenese Induktion/Inhibition der 
Estrogenbiosynthese 

physiologische Antwort, ER 
unabhängige Mechanismen 

nur Zellen mit aktiver  
Steroidogenese einsetzbar 

Ando et al. 2001 
Sanderson et al. 2002 

ER= Estrogen Rezeptor    ERE= Estrogen Response Element 

 
Mit Hilfe des ESCREEN Assays kann man die Proliferationssteigerung als indirekten Endpunkt einer 
estrogenen Wirkung bestimmen. Er wurde für MCF-7 Zellen etabliert und mit der vorliegenden Arbeit 
für die Durchführung an Primärkulturen adaptiert. Um seine Nachteile auszugleichen, erfolgten zu-
sätzlich immuncytochemische Untersuchungen des Steroidrezeptorstatus mit Quantifizierung der 
Veränderungen des Expressionsmusters nach Schadstoffexposition durchgeführt, die bisher noch 
nicht als in vitro Assay eingesetzt wurden. Besondere Berücksichtigung erfuhr der PR als estrogen-
abhängig exprimiertes Protein (Tseng 1979). 
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2. Zielsetzung der Arbeit 
 

Im Endometrium nichtexponierter Frauen ließen sich Anreicherungen von Umweltchemikalien 
nachweisen, die als Xenoestrogene bekannt geworden sind (Kuntzsch 2000). Die am stärksten 
akkumulierten Substanzen waren p,p´DDE, ß-HCH und PCB153. Es stellte sich die Frage, ob 
relevante Konzentrationen dieser Chemikalien in der Lage sind, im Endometrium estrogene Effekte 
hervorzurufen und damit das für die Reproduktionsfähigkeit des Menschen essentielle 
Nidationsmilieu zu beeinflussen. Für die Untersuchung der Xenoestrogene in vitro konnten bereits 
erfolgreich Primärkulturen humaner EEC als Modellsystem eingesetzt werden. Die kultivierten Zellen 
reagierten auf Schadstoffexposition mit einem verstärkten Wachstum (Köller 2002). Es konnte 
allerdings nicht geklärt werden, ob die beobachteten Proliferationssteigerungen im Sinne eines 
estrogenen Effektes zu werten sind.  
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zunächst die primäre Kultivierung humaner Endometriumzellen 
fortzusetzen und auszuweiten, indem zusätzlich zu den Epithelzellen ein eigenes Kultursystem für 
endometriale Stromazellen etabliert wird. Die beiden Zellpopulationen sollen differenziert betrachtet 
und immuncytochemisch charakterisiert werden. Als Kontrolle für die Kulturbedingungen und alle 
durchzuführenden Versuche dient die parallele Kultivierung der bekannten MCF-7 
Mammakarzinomzelllinie.  
In die sich anschließenden Expositionsuntersuchungen werden die drei Testagenzien p,p´DDE, ß-
HCH und PCB153, sowie das endogene Estrogen E2 als Positivkontrolle einbezogen. Als 
Nachweisverfahren für estrogene Effekte kommen zwei verschiedene Methoden zum Einsatz. Dies 
ist zum einen der ESCREEN Assay, der Veränderungen im Proliferationsverhalten der Zellen 
bestimmt. Er wurde für MCF-7 Zellen validiert (Soto et al. 1995) und ist für den Nachweis von 
Xenoestrogenen anerkannt. Als zweite Methode erfolgt die immuncytochemische Untersuchung des 
Steroidrezeptorstatus der Zellkulturen, mit Quantifizierung der Expressionsänderungen nach 
Schadstoffexposition. Besonderes Augenmerk ruht auf Veränderungen der PR Expression, da 
Estrogene eine Induktion dieses Rezeptors im Endometrium hervorrufen (Tseng 1979). Auch die 

Steroidrezeptoren ERα und ß und der Schadstoffrezeptor AHR werden in die immuncytochemischen 

Untersuchungen einbezogen.  
Im Anschluss erfolgt eine Beurteilung der estrogenen Potenz der getesteten Umweltchemikalien und 
der Versuch einer Darstellung möglicher molekularer Wirkmechanismen. Die Resultate werden unter 
Einbeziehung der aktuellen Literatur diskutiert und das Gefahrenpotential endokriner Disruptoren 
beurteilt. 
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3. Materialien und Methoden 
 

3.1. Materialien 
 

3.1.1. Chemikalien 
Bezeichnung Hersteller/ Lieferant 

1,1-Bis-(4-chlorphenyl)-2,2-dichlorethylen (p,p´DDE) Aldrich Chemie, Steinheim 
DMSO Merck KGaA, Darmstadt  
Eisessig Merck KGaA, Darmstadt 
17ß-Estradiol (E2) Sigma Aldrich GmbH 
Ethanol 96% Carl Roth GmbH 
Glycerol Carl Roth GmbH 
2,2´,4,4´,5,5´-Hexachlorbiphenyl (PCB153) Promochem GmbH, Wesel 
ß-1,2,3,4,5,6-Hexachlorcyclohexan (ß-HCH) Promochem GmbH, Wesel 
Methanol 96% Carl Roth GmbH 
Natronlauge (NaOH) Merck KGaA, Darmstadt 
Phoshat-gepufferte Salzlösung (PBS) BioWhittaker Europe 
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma Aldrich GmbH 
Salzsäure (HCl) Carl Roth GmbH 
Sulforhodamin B  Sigma Aldrich GmbH 
Trichloressigsäure (TCA) 20% Carl Roth GmbH 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Fluka AG, Neu- Ulm 
Trypanblau 0,5% Biochrom KG, Berlin 
Wasserstoffperoxid 30% Merck KGaA, Darmstadt 
 

3.1.2. Materialien für die Zellkultur 
Bezeichnung Hersteller/ Lieferant 

Amphotericin B 250µg/ml Biochrom KG, Berlin 
Collagenase CLS II 318U/mg Biochrom KG, Berlin 
DNase I 2000U/vial Sigma Aldrich GmbH 
Dulbecco´s Modified Essential Medium (DMEM) 

- ohne Phenolrot, ohne L-Glutamin, mit 1000g Glukose Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Fetales Kälberserum (FKS) Biochrom KG, Berlin 
L-Glutamin 200mM Biochrom KG, Berlin 
Hämozytometer Paul Marienfeld GmbH & Co KG 
Ham´s F12 Medium  

- ohne Phenolrot, ohne L-Glutamin, mit 1,176 g/l NaHCO3 Biochrom KG, Berlin 

Hyaluronidase 300U/mg Carl Roth GmbH 
Insulin Transferrin Selenit (ITS) 250mg Roche Diagnostics GmbH 
MCF-7 Zelllinie DSMZ GmbH 
Mikrotiterplatte (MTP), 24 bzw. 96 Vertiefungen, steril Becton Dickinson, Heidelberg 
Objektträger mit Kammern steril Becton Dickinson, Heidelberg 
Penicillin/ Streptomycin 10000U/10000µg/ml Biochrom KG, Berlin 
Petrischalen Becton Dickinson, Heidelberg 
Skalpell, Pinzette, Kürette Aeskulap 
Trypanblau 0,5% Biochrom KG, Berlin 
Trypsin 9300U/mg Sigma Aldrich GmbH 
Ultrareines Wasser, steril Biochrom KG, Berlin 
Zellsieb 40µm Becton Dickinson, Heidelberg 
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3.1.3. Materialien für die Immuncytochemie 
Bezeichnung Hersteller/ Lieferant 

AEC Substrat Kit dianova GmbH 
anti Arylhydrocarbonrezeptor (Klon RPT9), Maus IgG1 dianova GmbH 
anti Cytokeratin (Klone LP34, 34bE12, 35bH11), Maus IgG1 DAKO Diagnostika GmbH 
anti Desmin (Klon D33), Maus IgG1 DAKO Diagnostika GmbH 
anti Estrogenrezeptor alpha (Klon 33), Maus IgG1 dianova GmbH 
anti Estrogenrezeptor beta (Klon PPG5/10), Maus IgG2a labgen/ Natutec GmbH  
anti Ki67 (Klon Mib-1), Maus IgG1 dianova GmbH 
anti Progesteronrezeptor (Klon PR-AT4.14), Maus IgG1 dianova GmbH 
anti Vimentin (Klon V9), Maus IgG1 DAKO Diagnostika GmbH 
anti Maus, biotinyliert, Kaninchen IgG dianova GmbH 
3,3´Diaminobenzidin- Tetrahydrochlorid (DAB)  DAKO Diagnostika GmbH 
Streptavidin (Peroxidase konjugiert) dianova GmbH 
 

3.1.4. Geräte 
Bezeichnung Hersteller/ Lieferant 

Brutschrank IG 750 Jouan GmbH, Unterhaching 
Digitalkamera „Coolpix 995“ Nikon GmbH, Düsseldorf 
Einmalpipetten, steril, verschiedene Größen greiner labortechnik 
Einmalspritzen, steril, verschiedene Größen Braun Melsungen AG 
Laminar Flow Box „Hera safe“ Heraeus Instruments 
Mikroskop „Diaphot“ Nikon GmbH, Düsseldorf 
Personal Computer (PC) Highscreen 
Photometer „anthos 2020“ anthos labtec instruments 
pH Meter 537 wtw GmbH 
Pipetten, verschiedene Volumina  Eppendorf GmbH 
Pipettenspitzen, steril Eppendorf GmbH 
Pipettierhilfe „Pipet- Aid“ greiner labortechnik 
Schütteltisch Hybritech 
Spritzenfilter 0,2µm, steril Heinemann Labortechnik 
Zentrifuge CR 4 22 Jouan GmbH, Unterhaching 
 
 

 
3.2. Methoden  

 
3.2.1. Die Zellkultivierung 

Die primäre Kultivierung endometrialer Zellen erfolgte in Anlehnung an die Methode von Satyaswa-

roop et al. (1979), wobei für die EEC auf eine in der Arbeitsgruppe bereits etablierte Kulturvorschrift 
zurückgegriffen werden konnte (Köller 2002). Die MCF-7 Zelllinie wurde modifiziert nach Soule et al. 

(1973) kultiviert. Es kam das gleiche Medium wie für die Primärkulturen zum Einsatz. 
 

Lösungen und Zubereitungen 
Medium A  pH 7,4:   DMEM/ Ham´s F12   1:1 (v/v) 
    Fetales Kälberserum  10% 
    L-Glutamin    1% 
    Penicillin/ Streptomycin  1% 

  Amphotericin B   1% 
    sterilfiltrieren 
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Kollagenase Lösung:  Kollagenase CLS II   50mg 
    Hyaluronidase   2mg 
    DNAse I    0,5ml 
    ad 20ml Medium A, sterilfiltrieren 
 
Trypsin Lösung:   Trypsin    0,1% (w/v) 

ad PBS, sterilfiltrieren 
 

Durchführung 
Das Endometrium wurde aus Hysterektomiepräparaten von Patientinnen mit Uterus myomatosus 
gewonnen. Einen Tag vor der geplanten Operation erfolgte die Aufklärung der Patientin und die Un-
terschrift der von der Ethikkommission geprüften Einwilligungserklärung. Das Endometrium wurde 
noch im Operationssaal steril entnommen, in präinkubiertes Medium A überführt und gewogen. Alle 
weiteren Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in der laminar flow box durchgeführt. Nach 
einer ersten Entfernung größerer Verunreinigungen durch fünfminütige Zentrifugation bei 100rpm 
erfolgte die mechanische Zerkleinerung des Endometriums mittels Skalpell und eine enzymatische 
Dissoziierung der Gewebestücke. Dafür wurde das Material in Kollagenase Lösung aufgenommen 
und 1h bei RT unter stetigem Schütteln inkubiert. Danach konnte die Enzymlösung abzentrifugiert 
(600rpm, 5min) und verworfen werden. Das Pellet wurde in Medium A aufgenommen, mehrfach auf 
und ab pipettiert und auf das 40µm Zellsieb gegeben. Nach Spülen des Siebes mit reichlich Medium 
A (mindestens 50ml) waren im Filtrat die Stromazellen nachweisbar. Ein Aliquot dieses Filtrats wur-
de mit der gleichen Menge Trypanblau versetzt (je 100µl ausreichend) und im Hämozytometer aus-
gewertet. Alle blau gefärbten Zellen galten als nicht vital und wurden bei der Zellzahlbestimmung 
nicht berücksichtigt. Der Filterrückstand, der die epithelialen Anteile des Endometriums enthielt, wur-
de vorsichtig mit Medium A abgespült, ebenfalls ein Aliquot entnommen, gefärbt und in der Zähl-
kammer quantifiziert. Je nach gewünschter Aussaatdichte musste die Zellsuspension daraufhin ent-
weder mit Medium A verdünnt oder durch Zentrifugation konzentriert werden. In Abhängigkeit der 
geplanten Untersuchung erfolgte die Aussaat in unterschiedliche Kulturgefäße mit einer Zelldichte 
von 1x105 Zellen/cm². Die Inkubation im Brutschrank wurde bei 37°C, 5%CO2- Zufuhr und 98% H2O 
Sättigung durchgeführt. Nach vier Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, oder bei konfluenten Zellra-
sen die Passagierung der Zellen. Dazu wurde das Medium aus der Kulturschale abgesaugt, mit PBS 
gespült und anschließend eine 0,1%ige Trypsinlösung aufgetragen. Nach einer Zeit von 5-15min 
(Inkubation bei RT) hatten sich die meisten Zellen abgerundet und vom Untergrund gelöst. Es wurde 
nun Medium A im Überschuss (zehnfaches Volumen) zugegeben und mit steriler Pipette auf und ab 
pipettiert, um alle Zellen abzulösen. Nach Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung erfolgte die neuerliche 
Aussaat. Die Passagierungen konnten mehrfach wiederholt werden.  
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Die MCF-7 Zellen wurden nach den Angaben des Lieferanten aufgetaut, in Medium A aufgenommen 
und primär in einer Dichte von 40000/cm² ausgesät. Alle vier Tage erfolgte ein Mediumwechsel oder 
die Passagierung analog zu der für die Endometriumzellen beschriebenen Methode (s.o.), wobei 
dann Aussaatdichten von 10000/cm² ausreichend waren. 
 
 

3.2.2. Die Expositionsuntersuchungen 
 

Lösungen und Zubereitungen 
Medium B  pH 7,4:   DMEM/ Ham´s F12   1:1 (v/v) 
    ITS    10mg/l 
    L-Glutamin 200mM   1% 
    Penicillin/ Streptomycin  1% 
    Amphotericin B   1% 

sterilfiltrieren 
 
Verdünnungsreihe 17-ß Estradiol (MW 272,4):    Verdünnungsreihe PCB153 (MW 360,8): 
Stammlösung: 100µM in A.dest. mit 1,2% Ethanol   Stammlösung: 100µM in A.dest. mit 60% DMSO 
Endkonzentrationen: 1pM bis 1µM    Endkonzentrationen: 1pM bis 1µM 
 
Verdünnungsreihe ß-HCH (MW 290,8):    Verdünnungsreihe p,p´DDE (MW 318,03): 
Stammlösung: 10µM in A.dest. mit 13% Ethanol   Stammlösung: 50µM in A.dest. mit 38% Ethanol 
Endkonzentrationen: 1pM bis 1µM    Endkonzentrationen: 1pM bis 1µM 
 
alle Stammlösungen sterilfiltrieren, Endkonzentrationen mit sterilem Medium B herstellen  
 

Durchführung 
Für die Expositionsuntersuchungen wurden die Kulturen am zweiten oder dritten Kulturtag auf se-
rumfreies Medium B umgestellt und 24h im Brutschrank präinkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die 
Exposition. Für jede Untersuchung wurden eine Negativkontrolle (statt Testsubstanz nur Medium 
B), entsprechende Leerwerte (nur Medium B mit Lösungsmittel, keine Testsubstanz), Positivkon-
trollen (Medium B mit verschiedenen Konzentrationen E2) und die Testansätze (verschiedene Kon-
zentrationen der Testsubstanzen in Medium B) mitgeführt. Die anschließende Inkubationszeit im 
Brutschrank betrug 72h. 
 
 

3.2.3. Die immuncytochemischen Untersuchungen 
Die immuncytochemischen Untersuchungen dienten einerseits der Charakterisierung der Zellpopula-
tionen und Detektion der Steroidrezeptoren, als auch dem Nachweis der Veränderung von Rezep-
torstatus und Proliferationsverhalten nach Schadstoffexposition. Sie erfolgten nach der Avidin- Bio-
tin- Komplexmethode (ABC) von Hsu et al. (1981). 
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Auswahl der Primärantikörper 
Als Marker für EEC diente ein Antikörper gegen Cytokeratine. Es handelt sich dabei um Intermediär-
filamente der Klassen I und II, von denen die Varianten 7,8,18 und 19 vom Endometriumepithel 
exprimiert werden (Moll et al. 1983). Das Intermediärfilament Vimentin wird von Zellen mesenchyma-
ler Herkunft exprimiert und wurde hier als Marker für die ESC genutzt (Matthews et al. 1992). Zur 
Abgrenzung beider Zellpopulationen von eventuell vorhandenen Myometriumzellen diente die Dar-
stellung des Intermediärfilaments Desmin, welches spezifisch in Muskelzellen nachweisbar ist (Oliva 

et al. 1995). Für die Untersuchungen des Rezeptorstatus erfolgte die Darstellung der Steroidrezepto-

ren PR, ERα, ERß und des AHR (King und Greene 1984, Welshons et al. 1984). Als Proliferations-

marker kam der von Gerdes et al. (1983) entwickelte Antikörper Ki67 zur Anwendung, der gegen ein 
nukleäres Antigen gerichtet ist, welches nur in proliferierenden Zellen exprimiert wird. 
 

Lösungen und Zubereitungen 
Fixierlösung:   Wasserstoffperoxid   0,3% 
    ad Methanol 
 
Antikörperverdünner:  BSA    400mg 
    ad PBS     40ml 
 
Primärantikörper:   Cytokeratin   1:80 
    Vimentin    1:150 
    Desmin    unverdünnt 

PR    1:80 
    ERα    1:100 
    ERß    1:80 
    AhR    1:500 
    Ki67    1:10 
 
Sekundärantikörper: biotinylierter Kaninchen-anti-Maus Antikörper 1:100 
 
Streptavidin, Peroxidase konjugiert:      1:500 
 
0,05M Tris/HCl Puffer pH 7,6: Tris    6,057g 
    mit 1N HCl einstellen, ad A.dest. 1l 
 
Chromogen:   DAB Substrat    6mg 
    Wasserstoffperoxid   0,03% 

ad 0,05M Tris/HCl Puffer pH 7,6    10ml 
alternativ:  AEC Substrat (Kit)   100µl 

    ad Acetatpuffer mit 0,03%H2O2 (Kit)  10ml 
 

Durchführung 
Auf den für die immuncytochemischen Untersuchungen eingesetzten 96MTP erfolgten jeweils acht-
fache Ansätze der Expositionstests für die verschiedenen Antikörper und Negativkontrollen. Nach 
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten aus dem Brutschrank entnommen, der Mediumüber-
stand abpipettiert und zur Fixierung und Blockierung endogener Peroxidasen sofort die Fixierlösung 
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aufgetragen. Nach einer Einwirkzeit von 40min bei 4°C wurde mehrfach mit PBS gespült. Die Zellen 
durften zu keiner Zeit antrocknen, sie konnten mit PBS überschichtet einige Stunden im Kühlschrank 
gelagert werden. Dann wurde die Blockierungslösung (entspricht der Antikörperverdünnungslösung) 
aufgetragen und für 20min bei RT inkubiert, um unspezifischen Bindungen vorzubeugen. Nach vor-
sichtigem Entfernen der überschüssigen Lösung wurde der jeweilige Primärantikörper und ein Kon-
trollansatz ohne Antikörper aufgetragen. Nun erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 4°C in der 
feuchten Kammer. Am nächsten Tag konnte dann nach mehrmaligem Spülen mit PBS der Sekun-
därantikörper aufgetragen und für 1h im Brutschrank inkubiert werden. Danach wurde wiederum 
mehrfach mit PBS gespült, die Streptavidin- Peroxidase- Lösung zugegeben und 30min bei RT inku-
biert. Nach anschließendem Spülen (3xPBS) wurde das Chromogen aufgetragen und die Farbent-
wicklung beobachtet. 20min später konnte der Farbstoff entfernt, mit A.dest. gespült und mit Glycerol 
überschichtet werden.  
 

Berechnung des HSCORE 
Bei allen Kernfärbungen erfolgte eine quantitative Auswertung mit Bestimmung des „histochemical 
score“ (HSCORE). Diese von McCarty et al. (1985) für die ER Expression in Mammakarzinomen 
etablierte Berechnung bezieht die Anzahl negativ und positiv gefärbter Zellkerne ein. Für die vorlie-
gende Arbeit kam eine Modifikation von Jiang et al. (2002) zum Einsatz, bei der vier Intensitätsstufen 
der Färbung berücksichtigt werden. Insgesamt wurden jeweils mindestens 500 Zellen pro Ansatz 
ausgezählt. 
 
HSCORE = ΣPi ( i +1) i = Färbeintensität von 0 bis 3 0= keine Färbung 
       1= schwach gefärbt 
       2= normal gefärbt 
       3= stark gefärbt 

Pi = Anteil der Zellen pro Färbeintensitätsstufe (1=100 Zellen) 
 
 

3.2.4. Der ESCREEN Assay 
Als in vitro Testsystem für estrogene Aktivität diente das von Soto et al. (1995) etablierte „estrogen 
screening“ (ESCREEN), welches in einer Modifikation von Bitsch et al. (2002) für die Durchführung 
an Primärkulturen adaptiert wurde. Endpunkt der Untersuchung war eine photometrische Bestim-
mung des freigesetzten Sulforhodamin B Farbstoffs. 
 

Lösungen und Zubereitungen 
Fixierlösung:    Trichloressigsäure     10% (w/v) 
    ad A.dest. 
 
Färbelösung:   Sulforhodamin B    0,4% (w/v) 
    ad Essigsäure   1% (v/v) 
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Spüllösung:   Essigsäure   1% (v/v) 
    ad A.dest. 
 
Lysepuffer 10mM, pH 10,5:  Tris    121,14mg 

mit 1N NaOH einstellen 
ad A.dest.   100ml 

 
Durchführung 

Die Expositionsuntersuchungen wurden in Doppelbestimmungen auf 24MTP durchgeführt, auf jeder 
Platte erfolgten Negativ- und Positivkontrollen. Nach 72h Inkubation mit den Testagenzien wurde 
das Experimentalmedium entfernt und die Zellen mit 10% TCA (30min Inkubation bei 4°C) fixiert. 
Dann wurde die Platte mehrmals mit A.dest. gespült und anschließend vollständig luftgetrocknet. 
Dieser Schritt dauerte im allgemeinen etwa 2h. Es erfolgte nun die Zugabe der Färbelösung und 
zehnminütige Inkubation bei RT. Nach Entfernung des Farbstoffs wurden die Platten mit 1% Essig-
säure so lange gespült, bis keine Restfärbung der Spülflüssigkeit mehr vorhanden war. Es erfolgte 
eine neuerliche Lufttrocknung (2h), an die sich die Farbstoffextraktion anschloss, die durch Zugabe 
von je 1ml Lysepuffer pro Vertiefung erreicht wurde. Nach 15min Schütteln bei RT waren die Zellen 
vollständig lysiert und der Farbstoff freigesetzt. Dieser wurde auf eine 96MTP überführt, wobei meis-
tens eine Verdünnung mit Lysepuffer erforderlich war. Dann erfolgte die photometrische Bestimmung 
der OD bei 570nm Messwellenlänge gegen  620nm Referenzwellenlänge. 
 

Berechnungen 
 OD (Testansatz oder Positivkontrolle) 

OD (Negativkontrolle) 
PE(%)     = x 100  

 
PE(%)   = Proliferativer Effekt in Prozent 
OD   = optische Dichte, gemessen am Photometer 
Testansatz  = Ansatz mit Zugabe von Testchemikalien  
Positivkontrolle  = Ansatz mit Zugabe von E2 
Negativkontrolle  = Ansatz ohne Zusätze (nur Medium B) 
 
 PE (Testansatz) - 1 

PE (E2max) - 1 
RPE(%)     = x 100  

 
RPE(%)   = Relativer Proliferativer Effekt in Prozent 
PE(E2max)  = maximaler PE der Positivkontrolle in dieser Messung 
 
 
Alle Berechnungen einschließlich der Statistik wurden am PC mit dem Programm Microsoft Excel  
2000 durchgeführt. 
 
 

17 



                                                                                                                                                                             Ergebnisse 

4. Ergebnisse 
 

4.1. Ergebnisse der Zellkultivierungen 
 

4.1.1. Kultivierung und Charakterisierung endometrialer Epithelzellen 
Die gewonnenen endometrialen Epithelzellen lagen zum Zeitpunkt der Aussaat vorrangig in glandu-
lären Fragmenten vor (Abb.6). Nach 12 bis 24h wuchsen aus diesen Zellverbänden Epithelzellen 
aus, welche unregelmäßig, wirbelig imponierten und gewundene Kolonien bildeten (Abb.7). Einzel-
zellen außerhalb des Verbandes wuchsen ebenfalls am Kulturgefäß an und bildeten lange, schmale 
Zytoplasmaausläufer, mit denen der Zellkontakt wiederhergestellt werden sollte. Gelang dies nicht, 
so vakuolisierten die Zellen, rundeten sich ab und lösten sich vom Untergrund. Bei zu geringer Aus-
saatdichte zeigten sich neben den Zellen mit Ausläufern nach einigen Tagen zunehmend polyploide 
Riesenzellen mit stark zugunsten des Zytoplasmas verschobener Kern- Plasma- Relation, die einen 
plattenepithelartigen Charakter hatten.  

 

7 6 

Primäre Kultivierung endometrialer Epithelzellen 
Abb.6: nach Aussaat: glanduläre Fragmente (Vergrößerung 100x) 
Abb.7: erster Kulturtag: aussprossende Zellen (Vergrößerung 100x) 

 
Nach etwa 4d erschienen die EEC subkonfluent (Abb.8) und bildeten bei weiterer Inkubation inner-
halb der nächsten 3-4d konfluente Zellrasen (Abb.9). Danach wuchsen die Kulturen nur noch lang-
sam und erzeugten vereinzelt dreidimensionale Strukturen, die z.T. pseudoglandulär imponierten 
(Abb.10). Mit viertägigem Mediumwechsel ließen sich die EEC über drei bis vier Wochen am Leben 
erhalten. Erst dann begannen sie in größerem Ausmaß abzusterben. Eine Passagierung war nicht, 
bzw. mit unzureichender Ausbeute möglich. 
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Primäre Kultivierung endometrialer Epithelzellen 
 
Abb.8: vierter Kulturtag: subkonfluenter Zellrasen 

(Vergrößerung 100x) 
Abb.9:  siebenter Kulturtag: konfluenter Zellrasen (Ver-

größerung 100x) 
Abb.10:  zehnter Kulturtag: Hyperkonfluenz mit pseu-

doglandulärer Struktur 
(Vergrößerung 100x) 

10 

8 9 

 
Zur weiteren Charakterisierung der EEC erfolgten immuncytochemische Darstellungen. Abb.11 zeigt 
eine deutliche zytoplasmatische Expression des Epithelzellmarkers Cytokeratin, Abb.12 eine etwas 
schwächere Färbung des Zytoplasmas, diesmal nach Markierung des von Zellen mesenchymalen 
Ursprungs exprimierten Vimentin. 

Immuncytochemische Charakterisierung der EEC 
 
Abb.11:  Cytokeratin stark positiv (DAB Substrat, 

Vergrößerung 100x)  
Abb.12: Vimentin schwach positiv (DAB Substrat, 

Vergrößerung 100x) 
Abb.13: Negativkontrolle (Vergrößerung 100x) 
 

11 12 
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4.1.2. Kultivierung und Charakterisierung endometrialer Stromazellen 
Ausgesäte endometriale Stromazellen (ESC) hefteten sich frühzeitig – die ersten bereits nach 30min 
Inkubation – an die Unterlage und bildeten zunächst multiple, kurze Zytoplasmaausläufer, bevor sie 
ihr typisches spindel- bis sternförmiges Aussehen annahmen (Abb.14 und 15). Bereits nach 5-6d 
waren konfluente Zellrasen zu erkennen, die von den nun sehr regelmäßig angeordneten, mehr 
spindelförmigen ESC gebildet wurden (Abb.17). Bei Subkonfluenz wirkte das Bild unruhiger, mit 
vermehrt mehrzipfeligen Zellen (Abb.16). Es war möglich, die ESC mehrfach zu passagieren.  
 

 

14 15 
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Primäre Kultivierung endometrialer Stromazellen 
Abb.14: eine Stunde nach Aussaat: erste Zellen sprossen aus (Vergrößerung 100x)  
Abb.15: zweiter Kulturtag: ausgesprosste Zellen liegen locker verteilt (Vergrößerung 100x)  
Abb.16:  vierter Kulturtag: subkonfluentes Zellbild (Vergrößerung 200x) 
Abb.17:  sechster Kulturtag: Konfluenz, sehr regelmäßige Anordnung der fibroblastenartigen Zellen  

(Vergrößerung 100x) 
 
Die ESC wurden ebenfalls immuncytochemisch charakterisiert. Im Gegensatz zu den EEC wiesen 
Stromazellen eine starke Vimentin Expression auf (Abb.18), wohingegen Cytokeratin nur als Artefakt 
oder in einzelnen eingeschleppten Epithelzellen (Abb.19) nachgewiesen werden konnte. Desmin als 
Marker für Zellen myozytären Ursprungs war in den Stromazellkulturen nicht, bzw. nur vereinzelt 
nachweisbar (Abb.20). Nach mehrfachen Passagierungen kam es allerdings zu einem leichten An-
stieg Desmin positiver Zellen, was als Zeichen einer beginnenden fibromyoblastären Metaplasie 
gedeutet werden kann.  

20 
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Immuncytochemische Charakterisierung der ESC 
 
Abb.18: Vimentin stark positiv (AEC Substrat, 

Vergrößerung 100x) 
Abb.19: Cytokeratin negativ (AEC Substrat, 

Vergrößerung 200x) 
Abb.20:  Desmin negativ, (AEC Substrat, Vergrö-

ßerung 100x) 

19 
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4.1.3. Kultivierung der MCF-7 Mammakarzinomzelllinie 
Die MCF-7 Zellen wuchsen in Abhängigkeit der Aussaatkonzentration rasch zu konfluenten Zellra-
sen (Abb.21 und 22). Wenn man die empfohlene Zellzahl einhielt, war dies nach 5-6d der Fall, bei 
höheren Zelldichten entsprechend eher. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen subkulti-
viert. Ließ man sie hingegen weiterwachsen, dann bildeten sich übereinanderliegende Zellaggregate 
aus. Auf eine nähere immuncytochemische Charakterisierung der MCF-7 Zellen wurde verzichtet, da 
es sich um eine kommerziell erhältliche, epitheliale Zelllinie handelt, die bereits hinreichend oft cha-
rakterisiert wurde. 

 

21 22 

Kultivierung der MCF-7 Mammakarzinomzelllinie 
Abb.21: erster Kulturtag: aussprossende Zellen (Vergrößerung 100x) 
Abb.22: fünfter Kulturtag: Konfluenz (Vergrößerung 100x) 

21 
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4.2. Ergebnisse der immuncytochemischen Rezeptorbestimmungen 
 

4.2.1. Rezeptorexpression der endometrialen Epithelzellen 

ERα wurde von den EEC nukleär exprimiert (Abb.23), ebenso ERß (Abb.24). Bei beiden ER Subty-

pen war auch eine geringe zytosolische Färbung erkennbar. Der PR ließ sich ebenfalls vorwiegend 
im Zellkern nachweisen (Abb.25). Allerdings stellte sich dessen Expressionsmuster in steroidhor-
mon- und serumfrei kultivierten EEC eher schwach positiv dar. Die Verteilung der Steroidrezeptor 
positiven Zellen war ungleichmäßig, was dem wirbeligen, unregelmäßigen Wachstumsmuster der 
Epithelzellkultur geschuldet war. Der AHR wurde sowohl nukleär, als auch zytosolisch exprimiert 
(Abb.26).  

 

 

23 24 
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Immuncytochemische Rezeptordarstellung der 
kultivierten EEC 
 
Abb.23:  ERα positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.24: ERß positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.25: PR positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.26: AHR positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.27: Negativkontrolle (Vergrößerung 100x) 

22 
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4.2.2. Rezeptorexpression der endometrialen Stromazellen 
Die immuncytochemische Rezeptordarstellung der Stromazellen gelang ebenso wie die der Epithel-

zellen. Die Rezeptordichte war insgesamt nicht so hoch, wie bei den EEC. Der ERα zeigte eine sehr 

schwach positive Expression, wohingegen ERß gut nachweisbar war (Abb.28 und 29). Bedingt durch 
das sehr regelmäßige Wachstumsverhalten der ESC, wies auch die Verteilung der immuncytoche-
misch gefärbten Zellen ein eher disseminiertes Erscheinungsbild auf. Die Expression des PR war 
nach Kultivierung in serum- und steroidhormonfreiem Medium nur sehr gering, stieg aber nach Sub-
stitution mit E2 stark an (Abb.30). Der AHR zeigte bei allen Kulturen ein deutlich positives Expressi-
onsmuster in Zytoplasma und Nukleus (Abb.31). 

 

28 29 

30 31 

32 Immuncytochemische Rezeptordarstellung der 
kultivierten ESC 
 
Abb.28: ERα  schwach positiv (DAB Substrat, 

Vergrößerung 100x) 
Abb.29: ERß positiv (DAB Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.30: PR positiv (DAB Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.31: AHR positiv (DAB Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.32: Negativkontrolle (Vergrößerung 100x) 
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4.2.3. Rezeptorexpression der MCF-7 Zellen 
Der Rezeptorstatus der bekanntermaßen ER und PR positiven Zelllinie MCF-7 wurde immuncyto-
chemisch überprüft, um als Positivkontrolle für die Primärkulturen zu dienen. Alle Rezeptoren wur-
den deutlich nukleär exprimiert. Das Expressionsmuster beider ER Subtypen war ähnlich ausgeprägt 
(Abb.33 und 34), nahezu jede Zelle ließ eine Färbung erkennen. Noch deutlicher erschien die Ex-
pression des PR (Abb.35). Hier waren neben stark positiven auch einzelne negative Zellen erkenn-
bar. Etwas schwächer wurde der AHR exprimiert, im Unterschied zu den Primärkulturen aber haupt-
sächlich nukleär (Abb.36).  
 

             

             

       

Immuncytochemische Rezeptordarstellung der MCF-7 
Zellen 
Abb.33: ERα stark positiv (AEC Substrat, Vergröße-

rung 100x) 
Abb.34: ERß stark positiv (AEC Substrat, Vergröße-

rung 100x) 
Abb.35: PR stark positiv (AEC Substrat, Vergröße-

rung 100x) 
Abb.36: AHR positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 

100x) 
Abb.37: Negativkontrolle (Vergrößerung 100x) 
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4.3. Ergebnisse der Steroidrezeptorquantifizierungen  
 
Nach 72h Exposition der Endometriumzellkulturen mit den Testagenzien wurden immuncytoche-
mische Rezeptordarstellungen durchgeführt und die Expressionsänderungen anschließend mittels 
HSCORE quantifiziert. Die EEC kamen primär, die ESC bis zur zweiten Passage zum Einsatz. Alle 
Bestimmungen wurden mindestens zweimal durchgeführt. Ein HSCORE von 1 entsprach einem 
negativen Rezeptorstatus, maximal konnte ein Punktwert von 4 erreicht werden. In den Abbildungen 
38 bis 45 wurde der HSCORE bezogen auf den dekadischen Logarithmus der Konzentration der 
jeweiligen Testsubstanz dargestellt. Die Konzentration „0nM“ entspricht der Negativkontrolle, d.h. 
dem Expressionsmuster nach 72h Inkubation der Kulturen mit serum- und steroidhormonfreiem Me-
dium. 
Da die immuncytochemischen Untersuchungen der MCF-7 Zellen auf den für die Expositionsunter-
suchungen erforderlichen MTP (Plastikoberfläche) nicht durchgeführt werden konnten, musste auf 
eine Schadstofftestung mit anschließender Rezeptorquantifizierung verzichtet werden. 
 

4.3.1. Steroidrezeptorquantifizierung nach Exposition der endometrialen Epithelzellkulturen 
Abb.38 stellt das Expressionsmuster der Steroidrezeptoren nach Exposition der kultivierten EEC mit 
E2 dar. Es wird deutlich, dass insgesamt der HSCORE aller Rezeptoren anstieg, wobei die Expres-

sion des ERα bei 1nM einen Peak zeigte, die für ERß hingegen bei dieser Konzentration stark zu-

rückging. Dadurch entstand ein nahezu gegensinniger Verlauf beider Kurven. Die Expression des 
PR blieb im gesamten Konzentrationsbereich oberhalb der Negativkontrolle und folgte in etwa dem 
Expressionsmuster für ERß.  

Rezeptorexpression nach 72h Inkubation mit 17ß-Estradiol
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Abb.38: Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der EEC mit E2 

25 



                                                                                                                                                                             Ergebnisse 

Nach Exposition mit PCB153 (Abb.39) fiel auf, dass die Expression aller Steroidrezeptoren deutlich 
gesteigert wurde. Insgesamt waren die Steigerungen ähnlich stark wie bei der Positivkontrolle aus-
geprägt und für ERß am höchsten. Maximale HSCORE Werte wurden nach Exposition mit 1nM er-
reicht, bei 1µM waren sie wieder auf dem Niveau der Negativkontrolle. 

Rezeptorexpression nach 72h Inkubation mit PCB153
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Abb.39:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der EEC mit PCB153 

 
 
Auch nach Inkubation mit ß-HCH (Abb.40) zeigte sich ein Anstieg der Expression sämtlicher Ste-
roidrezeptoren, der aber nicht so stark ausgeprägt war, wie bei der Positivkontrolle. Der Verlauf der 
Kurven war für beide ER Subtypen parallel und erstreckte sich plateauförmig über den gesamten 
Konzentrationsbereich. 
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Abb.40:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der EEC mit ß-HCH 
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Die Rezeptorexpression nach p,p´DDE Exposition (Abb.41) zeigte kaum Veränderungen. Lediglich 
für ERß ließ sich eine geringe Steigerung nachweisen.  
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Abb.41:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der EEC mit p,p´DDE 

 
 
4.3.2. Steroidrezeptorquantifizierung nach Exposition der endometrialen Stromazellkulturen 

Im Vergleich mit den EEC zeigten sich bei den mit E2 exponierten Stromazellen kaum Veränderun-
gen der ER Level, wohingegen der PR Anstieg sehr ausgeprägt erfolgte (Abb.42). Bei 100pM bis 
10nM E2 wurden maximale Expressionsraten für den PR erzielt. Wie bereits in den Abb. 28 und 29 
ersichtlich war, konnte ERß bei dieser Zellpopulation auch in der Negativkontrolle als deutlich stärker 

exprimiert nachgewiesen werden als ERα. 
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Abb.42:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der ESC mit E2 
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Auch nach Inkubation mit PCB153 stieg die PR Expression deutlich an (Abb.43). Beide ER zeigten 

kaum Veränderungen ihrer Expressionskurven, ERα wurde hier ebenfalls auf niedrigstem Niveau 

exprimiert, wohingegen ERß wiederum stärker nachweisbar war. 
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Abb.43:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der ESC mit PCB153 

´ 
 
Nach dreitägiger Inkubation mit ß-HCH zeigte sich lediglich ein schwacher Anstieg des PR (Abb.44), 
sonst aber keine Veränderung der Rezeptorexpression gegenüber der Negativkontrolle. 
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Abb.44:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der ESC mit ß-HCH 
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Exponierte man die ESC mit p,p´DDE (Abb.45), war nur ein sehr diskreter Anstieg der PR Expressi-

on zu beobachten. ERß zeigte einen kleinen Peak bei 100pM, ERα veränderte sich nicht. 
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Abb.45:  Veränderung der Rezeptorexpression nach dreitägiger Inkubation der ESC mit p,p´DDE 

 
4.4. Ergebnisse der immuncytochemischen Proliferationsbestimmungen  

 
Das Proliferationsverhalten aller Zellen in Kultur wurde immuncytochemisch anhand der Expression 
des Proliferationsmarkers Ki67 bestimmt. Bei den Endometriumzellen erfolgte zusätzlich eine Quan-
tifizierung Ki67 positiver Zellen nach Schadstoffexposition mittels HSCORE Bestimmung.  
 

4.4.1. Ki67 Expression der endometrialen Epithelzellkulturen 
Die Abb.46 und 47 zeigen Bilder nichtexponierter EEC. Es zeichnen sich deutlich die gefärbten, Ki67 
positiven Kerne von den negativen, mitotisch inaktiven ab. 

 
 46 47 

Immuncytochemische Darstellung des Proliferationsmarkers Ki67 an kultivierten EEC 
Abb.46:  Ki67 positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 100x) 
Abb.47:  Ki67 positiv (AEC Substrat, Vergrößerung 400x) 
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Der Anstieg der Ki67 Expression bei E2- exponierten EEC war sehr ausgeprägt (Abb.48). Die maxi-
malen Proliferationssteigerungen erfolgten nach Inkubation mit 1nM E2. Die getesteten Umweltche-
mikalien waren ebenfalls in der Lage, die Proliferationsrate zu steigern. PCB153 bewirkte einen star-
ken Anstieg (bei 10pM), dann ein allmähliches Absinken der Ki67 Expression. Bei der eingesetzten 
Maximalkonzentration von 1µM PCB153 wurde die Proliferationsrate der Negativkontrolle bereits 
deutlich unterschritten. Nach ß-HCH- Exposition war die Mitoserate ebenfalls erhöht, mit einem Peak 
bei 10nM. Auch hier lagen die HSCORE Werte nach Inkubation mit der Höchstkonzentration (1µM) 
unterhalb der Negativkontrolle. Die Proliferationssteigerungen nach Zugabe von p,p´DDE waren 
gering ausgeprägt und blieben insgesamt deutlich hinter denen der Positivkontrolle zurück. 
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Abb.48:  Veränderung des Expressionsmusters des Proliferationsmarkers Ki67 nach dreitägiger  
Exposition der EEC mit verschiedenen Testchemikalien 
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4.4.2. Ki67 Expression der endometrialen Stromazellkulturen 
Anders als bei den EEC war die Dichte der Ki67 positiven, mitotisch aktiven Zellen bei den ESC von 
vornherein geringer (Abb.49 und 50).  
 
 49 50 
 
 
 
 
 
 

Immuncytochemische Darstellung des Proliferationsmarkers Ki67 an kultivierten ESC 
Abb.49: Ki67 positiv (DAB Substrat, Vergrößerung 100x) 
Abb.50 Ki67 positiv (DAB Substrat, Vergrößerung 400x) 

 
 
Aufgrund der geringeren Mitoserate lagen auch die ermittelten HSCORE Werte der Negativkontrolle 
von vornherein niedriger (<1,4), als bei den EEC. Nach Inkubation mit E2 zeigte sich ein deutlicher 
Anstieg der Proliferationsrate, der bei einer Konzentration von 1nM sein Maximum erreichte. Diese 
Steigerung war aber weniger stark, als bei den Epithelzellen. Der HSCORE lag nach Inkubation mit 
PCB153 und ß-HCH nur geringfügig unterhalb der Positivkontrolle und erreichte Maximalwerte von 
1,62 (1nM PCB153) und 1,6 (100pM ß-HCH). Das p,p´DDE bewirkte Mitoseraten, die sogar höher 
waren als nach Inkubation mit E2 und bei 1nM ihre maximale Ausprägung zeigten (Abb.51). 
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Abb.51:  Veränderung des Expressionsmusters des Proliferationsmarkers Ki67 nach dreitägiger 
Exposition der ESC mit verschiedenen Testchemikalien 
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4.4.3. Ki67 Expression der MCF-7 Zelllinie 
Die MCF-7 Zellen zeigten erwartungsgemäß die stärkste Expression des Proliferationsmarkers Ki67. 
Der HSCORE nichtexponierter Zellen lag bei 2,9. Eine Bestimmung der Ki67 Expression nach Expo-
sition wurde nicht durchgeführt. 
 

 
52  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb.52: Immuncytochemische Darstellung  
des Proliferationsmarkers Ki67 an  
kultivierten MCF-7 Zellen 

 
 
 

4.5. Ergebnisse des ESCREEN Assays 
 
Auch für die Expositionsuntersuchungen mit anschließendem ESCREEN Assay kamen nur primär 
kultivierte EEC, bzw. ESC bis zur zweiten Passagierung zum Einsatz. Auf jeder MTP wurden Dop-
pelbestimmungen durchgeführt und die Versuche mehrfach wiederholt. Der PE der einzelnen Test-
ansätze entsprach der relativen OD, bezogen auf die Negativkontrolle (PE=100%). Bei der Darstel-
lung des RPE einer Substanz wurde in den Diagrammen der RPE der Negativkontrolle (0%) und der 
Positivkontrolle (100%) pfeilmarkiert dargestellt. 
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4.5.1. ESCREEN Assay nach Exposition der endometrialen Epithelzellkulturen 
Die Abb.52 stellt den mittleren PE verschiedener Konzentrationen E2 nach 72h Inkubation der EEC 
dar. Es handelt sich dabei um die Mittelwerte aller Positivkontrollen der einzelnen Schadstoffmes-
sungen. Die Exposition mit E2 rief generell einen Proliferationsanstieg hervor. Das Maximum (134%) 
war bereits nach Inkubation mit 100pM erreicht, der PE bewegte sich bei höheren Konzentrationen 
um 120%.  
 

ESCREEN Assay nach 72h Inkubation mit E2

0%
20%
40%
60%
80%

100%
120%
140%
160%
180%
200%

0 0,01 0,1 1 10 100 1000

Konzentration in nmol/l

PE

n=8 
 

 
Abb.52:  Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen E2 auf primär kultivierte EEC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Die Inkubation mit PCB153 führte nach 72h ebenfalls zum Anstieg des PE, der aber geringer ausfiel, 
als nach E2 Exposition (Abb.53). Der höchste Wert lag hier bei 117% nach Exposition mit 1nM der 
Substanz. Lediglich nach Zugabe der Maximalkonzentration (1µM) sank der PE leicht unter die Ne-
gativkontrolle ab. Der direkte Vergleich mit dem Maximalwert der Positivkontrolle offenbarte, dass 
die durch PCB153 induzierten Proliferationssteigerungen höchstens 50% des PE(E2max) erreichten 
(Abb.54).  
 

ESCREEN Assay nach 72h Inkubation mit PCB 153

0%
20%
40%
60%
80%

100%
120%
140%
160%
180%
200%

0 0,1 1 10 100 1000

Konzentration in nmol/l

P
E

n=5 

 
Abb.53:  Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen PCB153 auf primär kultivierte EEC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.54:  Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen PCB153 auf primär kultivierte EEC 
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Die dreitägige Inkubation mit ß-HCH ergab Proliferative Effekte, die sich mehrheitlich um 120% be-
wegten (Abb.55) und damit geringfügig stärker waren, als die des PCB153. Alle Messwerte blieben 
durch den gesamten getesteten Konzentrationsbereich oberhalb der Negativkontrolle. Der RPE 
(Abb.56) lag etwa zwischen der Negativ- und der Positivkontrolle und erreichte maximal 68% 
(100pM ß-HCH).  
 

ESCREEN Assay nach 72h Inkubation mit ß-HCH

0%
20%
40%
60%
80%

100%
120%
140%
160%
180%
200%

0 0,1 1 10 100 1000

Konzentration in nmol/l

P
E

n=5

 
Abb.55:  Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen ß-HCH auf primär kultivierte EEC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.56:  Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen ß-HCH auf primär kultivierte EEC 
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Die Inkubation der EEC mit p,p´DDE bewirkte einen sehr stark ansteigenden PE (Abb.57), der nach 
Zugabe der maximalen Testkonzentration (1µM) einen Höchstwert von 153% erreichte. Die Prolife-
rationsraten bewegten sich im restlichen Konzentrationsbereich um 140%. Die Berechnung des RPE 
zeigte, dass die beobachteten Proliferationssteigerungen nach Inkubation mit p,p´DDE sogar deut-
lich oberhalb von PE(E2max) lagen und damit den stärksten Effekt an dieser Zellpopulation hervor-
riefen (Abb.58). 
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Abb.57:  Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen p,p´DDE auf primär kultivierte EEC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.58:  Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen p,p´DDE auf primär kultivierte EEC 
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4.5.2. ESCREEN Assay nach Exposition der endometrialen Stromazellkulturen 
Die Abb.59 zeigt zunächst wieder den Einfluss des E2 als Positivkontrolle auf kultivierte ESC im 
Verhältnis zur Proliferation von in Medium B kultivierten Zellen (Negativkontrolle). Es fällt auf, dass 
sich über den gesamten getesteten Konzentrationsbereich hinweg die Proliferativen Effekte nur um 
das Niveau der Negativkontrolle bewegten. Maximal wurden Werte von 107% (100nM E2) erreicht. 
Die Stromazellen reagierten somit auf E2 Gaben kaum mit einer Proliferationssteigerung. 
 

ESCREEN Assay nach 72h Inkubation mit E2

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

140%

160%

0 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Konzentration in nmol/l

P
E

n=20

 
Abb.59:  Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen E2 auf primär kultivierte ESC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
 
 
Bedingt dadurch, dass das E2 für die Versuche als Positivkontrolle eingesetzt wurde, kam es zu 
Schwierigkeiten bei den RPE Berechnungen. Die durch E2 induzierten Proliferationssteigerungen 
wichen nur geringfügig von der Negativkontrolle ab, so dass die für die eingesetzten Testagenzien 
ermittelten RPE Werte als überhöht betrachtet werden müssen. 
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Die Proliferationsrate der ESC war nach Exposition mit PCB153 deutlich gesteigert. Die Werte be-
wegten sich mehrheitlich zwischen 110% und 120% (Abb.60) und waren somit stärker ausgeprägt 
als bei der Positivkontrolle. Das führte dazu, dass der RPE für die meisten Testkonzentrationen von 
PCB153 weit über 100% lag und nur bei Maximalkonzentration von 1µM unter die Negativkontrolle 
zurückfiel (Abb.61).  
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Abb.60: Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen PCB153 auf primär kultivierte ESC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.61: Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen PCB153 auf primär kultivierte ESC 
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Die Exposition mit ß-HCH bewirkte Wachstumssteigerungen der ESC besonders im niedrigen Kon-
zentrationsbereich bis 10pM (Abb.62). Nach Inkubation mit höheren Konzentrationen (>100pM) blieb 
der PE unter 110%. Entsprechend zeigte die Berechnung des RPE Peaks bei 1pM und 10pM, wo-
hingegen sich die Werte bei Konzentrationssteigerung wieder um die Positivkontrolle bewegten 
(Abb.63).  
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Abb.62: Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen ß-HCH auf primär kultivierte ESC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.63: Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen ß-HCH auf primär kultivierte ESC 
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Die dreitägige Inkubation der ESC mit p,p´DDE bewirkte über den gesamten getesteten Konzentra-
tionsbereich hinweg geringe Steigerungen des PE bis zu einem Maximum von 111% bei 10nM 
(Abb.64). Die Berechnung des RPE verdeutlichte, dass ein nahezu konzentrationsabhängiger An-
stieg der Proliferationsrate auftrat, der ab einer Konzentration von 1nM oberhalb von PE(E2max) lag 
(Abb.65).  
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Abb.64:  Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen p,p´DDE auf primär kultivierte ESC 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.65: Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen p,p´DDE auf primär kultivierte ESC 

 
 

40 
 



                                                                                                                                                                             Ergebnisse 

4.5.3. ESCREEN Assay nach Exposition der MCF-7 Zelllinie 
Die MCF-7 Zellen reagierten im ESCREEN Assay mit starken Proliferationssteigerungen nach E2 
Exposition (Abb.66). Der Maximalwert (141%) wurde nach dreitägiger Inkubation mit der niedrigsten 
Konzentration (1pM) erreicht. Insgesamt war das Ausmaß der Proliferativen Effekte ähnlich ausge-
prägt, wie bei den primär kultivierten endometrialen Epithelzellen. 
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Abb.66: Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen E2 auf kultivierte MCF-7 Zellen 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Auch die Exposition der Zelllinie mit PCB153 resultierte in Steigerungen des Zellwachstums, die 
aber maximal bei 122% lagen (Abb.67). Bei Einsatz der Höchstkonzentration kam es bereits zu ei-
nem starken Rückgang der Proliferationsrate. Der RPE von PCB153 bewegte sich zwischen Nega-
tiv- und Positivkontrolle und schwankte um 50%. Lediglich bei 1µM wurde die 0%-Marke unterschrit-
ten (Abb68). 
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Abb.67: Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen PCB153 auf kultivierte MCF-7 Zellen 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.68: Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen PCB153 auf kultivierte MCF-7 Zellen 

 
 

42 



                                                                                                                                                                             Ergebnisse 

Der ESCREEN Assay nach Exposition der Zelllinie mit ß-HCH zeigte ähnliche Proliferationssteige-
rungen wie nach Einwirkung des PCBs. Die Maximalwerte lagen über 120% (Abb.69). Der RPE be-
wegte sich auch hier um 50% (Abb.70). Wie schon bei den anderen Zellkulturen, so wurde auch hier 
ein ansatzweise zweigipfeliger Verlauf der Kurven sichtbar. 
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Abb.69: Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen ß-HCH auf kultivierte MCF-7 Zellen 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.70: Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen ß-HCH auf kultivierte MCF-7 Zellen 
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Eine ähnliche Entwicklung der Proliferationsrate war nach Inkubation mit p,p´DDE zu beobachten. 
Auch hier lagen die Maximalwerte um 120% (Abb.71). Der Kurvenverlauf für den RPE war ebenfalls 
etwa zweigipflig, wobei alle Werte im Bereich zwischen Negativkontrolle und PE(E2max) platziert 
waren (Abb.72). 
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Abb.71: Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen p,p´DDE auf kultivierte MCF-7 Zellen 

Fehlerbalken = Standardabweichung 
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Abb.72: Relativer Proliferativer Effekt verschiedener Konzentrationen p,p´DDE auf kultivierte MCF-7 Zellen  
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5. Diskussion 
 

5.1. Auswertung der Zielsetzung der Arbeit 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die primäre Kultivierung beider Hauptzellpopulationen des Endo-
metriums, der EEC und ESC, sowie deren Charakterisierung und die Durchführung von Expositions-
versuchen an diesen Zellkulturen. Vergleichend dazu wurde die MCF-7 Zelllinie kultiviert. Dem 
Nachweis der estrogenen Potenz der Testchemikalien dienten zwei verschiedene Assays, welche 
zum einen Veränderungen im Proliferationsverhalten der kultivierten Zellen, zum anderen Expressi-

onsänderungen der Steroidrezeptoren ERα, ERß, PR und des AHR aufzeigen sollten. 

Die primäre Kultivierung von Endometriumzellen konnte erfolgreich durchgeführt werden. Im Ver-
gleich zur MCF-7 Zelllinie kommen Vor- und Nachteile zur Geltung, die im folgenden näher erläutert 
werden (siehe 5.2.1., 5.3.1.). Der im Anschluss an die Expositionsversuche durchgeführte 
ESCREEN Assay konnte Änderungen im Proliferationsverhalten der Zellkulturen zuverlässig nach-
weisen. Die Beurteilung der gewonnenen Ergebnisse und der Validität des Tests erfolgt in den Ab-
schnitten 5.2.3., 5.3.3., 5.4.2. Die für die immuncytochemischen Untersuchungen ausgewählten 
Steroidrezeptoren ließen Expressionsänderungen nach Schadstoffexposition erkennen (siehe 5.2.2., 
5.3.2.). Lediglich eine nähere Betrachtung des AHR war nicht möglich, da das Expressionsmuster 
einen Rückschluss auf spezifisches Färbeverhalten nicht zuließ.  
Es erfolgt nun eine detaillierte Diskussion der verschiedenen methodischen Aspekte und der erziel-
ten Ergebnisse, sowie eine Darstellung möglicher Mechanismen der Xenoestrogenwirkung. 
 

5.2. Auswertung der angewandten Methoden 
 

5.2.1. Methodische Aspekte der Zellkultivierung 
Zur Erforschung estrogener Effekte in vitro werden häufig immortalisierte Zellen eingesetzt, wie die 
als ER positiv bekannte Mammakarzinomzelllinie MCF-7. Der Nachteil dieser Zellkulturen besteht 
darin, das ihre Eigenschaften nicht mehr dem Ursprungsgewebe entsprechen und Untersuchungs-
ergebnisse nicht ohne weiteres auf die Gegebenheiten in vivo übertragbar sind (Mueller 2004). Aus 
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mit Primärzellkulturen gearbeitet. Das Endometrium 
erschien besonders geeignet, da es sowohl ein Zielgewebe estrogener Wirkungen darstellt, als auch 
in der Lage ist, Umweltchemikalien zu akkumulieren (Kuntzsch 2000). Generell erfordert der Um-
gang mit Zellkulturen ein hohes Maß an Sorgfalt und Geduld. Für die Kultivierung der EEC konnte 
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auf eine bereits etablierte Methodik von Köller (2002) zurückgegriffen werden, die leicht modifiziert 
für beide Zellpopulationen zur Anwendung kam: nur jeweils ein enzymatischer Dissoziations- und 
Filtrationsschritt, Einsatz einiger weniger Verdauungsenzyme, Passagierung der ESC. Auch Selam 

et al. (2001) bedienten sich erfolgreich dieses effektiven Verfahrens.  
Von einigen Autoren wird speziell für die EEC die Kultivierung auf beschichteten Kulturgefäßen be-
vorzugt, da die Wachstumseigenschaften der Zellen dadurch verbessert würden. Häufig nutzt man 
Kollagen (Casslén und Harper 1991), oder adaptierte Extrazellulärmatrices als Basalmembranersatz 
(Negami und Tominaga 1989, Ghosh und Sengupta 1995). Kollagenbeschichtete Kulturplatten konn-
ten wegen ihrer störenden Einflüsse auf die Nachweismethoden (zu hohe Hintergrundaktivität) in der 
vorliegenden Arbeit nicht eingesetzt werden. Bei der Extrazellulärmatrix „Matrigel“ handelt es sich 
um ein Extrakt aus dem basalmembranreichen Engelbreth-Holm-Swarm Tumor, der neben natürli-
chen Basalmembranbestandteilen (Kollagen Typ IV, Laminin, Heparansulfat) auch Wachstumsfakto-
ren wie TGF-ß, EGF, IGF-1, PDGF enthält (Negami und Tominaga 1989). Diese Vielzahl unbeein-
flussbarer und in variabler Menge enthaltener Faktoren schloss auch den Einsatz von „Matrigel“ als 
Basalmembranersatz aus.  
Eine sehr interessante Möglichkeit der Endometriumkultur bietet die Co-Kultivierung von EEC und 
darunter liegenden ESC im Zwei-Kammer-System (Classen-Linke et al. 1997, Arnold et al. 2001). 
Durch den quasi physiologischen Kontakt beider Zellpopulationen können parakrine Faktoren in der 
Untersuchung berücksichtigt werden, die eine nicht unerhebliche Rolle in der Regulation der Epithel-
zellfunktion spielen sollen (Cooke et al. 1997, Kurita et al. 1998, Weihua et al. 2000, Arnold et al. 

2001). In der vorliegenden Arbeit kam es allerdings zunächst darauf an, die Eigenschaften beider 
Zellpopulationen getrennt voneinander zu untersuchen. Dennoch erscheint es vielversprechend, in 
weiterführenden Untersuchungen auch mit Co-Kulturen zu arbeiten.  
Über die Zusammensetzung eines geeigneten Kulturmediums für endometriale Primärkulturen 
herrscht in der Literatur weitgehend Einigkeit. Lediglich die Zugabe von FKS (5-20%) und eventuelle 
Zusätze von ITS werden variabel gehandhabt. Eine von Somigliana et al. (2001) empfohlene Kulti-
vierung der Endometriumzellen in Follikelflüssigkeit kam aus den schon beim „Matrigel“ genannten 
Gründen nicht in Frage (s.o.). Für die MCF-7 Zellen ist das Spektrum möglicher Kulturmedien weit 
gestreut. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, wurde zur Kultivierung der Zellli-
nie das gleiche Medium wie für die Primärkulturen eingesetzt. 
 

5.2.2. Methodische Aspekte immuncytochemischer Untersuchungen 
Immunhistochemische Darstellungen von ER und PR an humanem Endometrium werden seit lan-
gem und häufig durchgeführt (Lessey et al. 1988, Garcia et al. 1989, Snijders et al. 1992, Jones et 
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al. 1995, Mylonas et al. 2000). Obwohl die Steroidrezeptoren gleichmäßig verteilt in Zytoplasma und 
Kern vorliegen sollen (Leidenberger 1998), gilt in der Immunhistochemie nur eine Kernfärbung als 
„Rezeptor positiv“ (King und Greene 1984, Welshons et al. 1984).  
Immuncytochemische Untersuchungen an kultivierten Zellen sind schwieriger und störanfälliger. 
Eine Quantifizierung immuncytochemisch markierter Zellen, wie sie in der vorliegenden Arbeit erfolgt 
ist, stellt eine zusätzliche Herausforderung dar. Um eine gewisse Objektivität dieser zwangsläufig 
sehr subjektiven Methode zu gewährleisten, wurden die Richtlinien befolgt, die auch bei der Bestim-
mung des Rezeptorstatus von Mammakarzinomen durch den Pathologen zu Grunde gelegt werden 
(McCarty et al. 1985). Zunächst gelten hierbei ausschließlich Kernfärbungen als quantifizierbar. 
Dann muss bei den niemals homogen gefärbten Kulturen der Bereich ausgewählt werden, der als 
repräsentativ zu werten ist: die Auszählung darf nicht am Rand oder in durch Artefakte verunreinig-
ten Arealen erfolgen. Außerdem sollten mindestens 300 Zellen gezählt und die Färbeintensität in vier 
verschiedene Graduierungen unterteilt werden (negativ – schwach positiv – positiv – stark positiv). 
Die Berechnungen wurden mit Hilfe des HSCORE, wie im Methodenteil beschrieben, durchgeführt. 
Dabei entspricht ein HSCORE von 1 einem negativen Rezeptorstatus, ein Wert von 2 einem Anteil 
von 50% Rezeptor positiven Zellen. Der Maximalwert (4= alle Zellen stark positiv) wird praktisch nie 
erreicht. Bei der ER positiven Mammakarzinomzelllinie MCF-7 liegen HSCORE Werte meist um 3, 
für nicht tumorigene Zellen gelten Ergebnisse bis 2 als realistisch (Selam et al. 2001). Campbell et 

al. (2002) stellten fest, dass die Kulturbedingungen einen erheblichen Einfluss auf die Rezeptorex-
pressivität von Zellen haben. Besonders die Zusammensetzung des Kulturmediums, der Grad der 
Konfluenz und die Zahl der Passagierungen sind für die Steroidrezeptorexpression von herausra-
gender Bedeutung. Auch spielt die Art der Kulturoberfläche eine entscheidende Rolle (Naish 1989). 
So war in der vorliegenden Arbeit eine immuncytochemische Untersuchung aufgrund hydrophober 
Interaktionen auf kollagenbeschichteten MTP unmöglich, auf Plastikoberflächen eingeschränkt und 
nur auf Glas optimal. Besonders dramatisch zeigte sich dieses Problem bei den MCF-7 Zellen, bei 
denen Rezeptordarstellungen ausschließlich nach Kultivierung auf dem (Glas-) Objektträger durch-
geführt werden konnten.  
 

5.2.3. Methodische Aspekte des ESCREEN Assays 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate stehen zahlreiche Methoden zur Verfügung. Eine unkompli-
zierte Möglichkeit stellt das Auszählen vitaler Zellen nach Trypanblaufärbung dar. Auch in Arbeiten 
aus jüngerer Zeit wird die Proliferation primär kultivierter EEC durchaus noch solcherart bestimmt 
(Lee et al. 2003). Leider birgt diese Methode zahlreiche Fehlerquellen (unvollständige Trypsinierung, 
schlechte Vereinzelung), so dass sie sich besser zur Bestimmung der Aussaatdichte vor Kultivierung 
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eignet. Viel exakter sind Viabilitätstests mit anschließender photometrischer Bestimmung. Als Chro-
mogene werden häufig Neutralrot oder MTT eingesetzt. Beide Farbstoffe erwiesen sich in der prakti-
schen Anwendung als problematisch bezüglich der angegebenen Inkubationszeiten. Bereits nach 3h 
setzte ein massives Absterben der Zellen ein. Diese rundeten sich ab und lösten sich vom Boden 
der Kulturschale. Das führte während der anschließenden Waschschritte zu einem Zellverlust und 
damit zu verfälschten Messresultaten. Deshalb kam der ESCREEN Assay nach einer Methode von 
Bitsch et al. (2002) zur Anwendung, in der Sulforhodamin B als Chromogen verwendet wurde. Der 
Vorteil lag darin, dass die Zellen nach Fixierung gefärbt und damit nicht den toxischen Einflüssen 
des Farbstoffes ausgesetzt wurden. Der Nachteil – kein Viabilitätsnachweis – ist unerheblich, da 
avitale Zellen schnell den Kontakt zur Kulturoberfläche verlieren und deshalb schon während der 
ersten Waschschritte weggespült werden. Der ESCREEN Assay wurde für MCF-7 Zellen validiert 
(Soto et al. 1995). Es handelt sich um den am häufigsten eingesetzten in vitro Test zur Bestimmung 
estrogener Wirkungen. Die meisten Xenoestrogene wurden mit seiner Hilfe als solche identifiziert 
(Soto et al. 1995, Sonnenschein und Soto 1998). Viele Autoren halten ihn für ein einfaches, sehr 
sensitives Testsystem (Rivas et al. 1997, Andersson et al. 1999, Fang et al. 2000, Gutendorf und 

Westendorf 2001). Andersson et al. (1999) verglichen verschiedene Proliferationstests miteinander. 
Sie stellten fest, dass alle Assays auf Zugabe von E2 und synthetischen Estrogenen reagierten, 
wohingegen das Ansprechen auf endokrine Disruptoren unterschiedlich war. Wie auch Scrimshaw 

und Lester (2004) plädierten sie dafür, mehrere verschiedene Testsysteme einzusetzen, um die 
Ergebnisse zu validieren. Gutendorf und Westendorf (2001) gaben dem ESCREEN Assay den Vor-
zug beim Nachweis estrogener Effekte nach Exposition mit geringen Testsubstanzkonzentrationen. 
Ashby (2002) stellte den Test allerdings in Frage. Seiner Meinung nach können auch eine Reihe 
nichtestrogener Faktoren die Zellen zur Proliferation anregen. Um diese Schwächen auszugleichen, 
wurde in der vorliegenden Arbeit eine zweite Nachweismethode – der immuncytochemische Ste-
roidrezeptornachweis mit Quantifizierung – eingesetzt.  
 
 

5.3. Auswertung der Ergebnisse 
 

5.3.1. Beurteilung der Zellkulturen 
Die primäre Kultivierung humaner EEC erwies sich als nicht einfach. Generell wuchsen nur etwa 40-
60% der Zellen primär am Kulturgefäß an. Vorteilhaft war das Vorhandensein kleinerer Zellverbände 
zum Zeitpunkt der Aussaat, da die EEC bevorzugt aus diesen aussprossen. War die enzymatische 
Dissoziation zu intensiv, lagen die Zellen stärker vereinzelt vor und mussten entsprechend dichter 
ausgesät werden (>1x105 Zellen/cm²). Bei zu kurzen Dissoziationszeiten waren die Epithelzellver-
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bände zu groß und noch stark mit Stromazellen verunreinigt. EEC der ersten Zyklushälfte wuchsen 
besser, als die der Sekretionsphase. Allerdings konnte während der zweiten Zyklushälfte erheblich 
mehr Endometrium gewonnen werden (500-1000mg), wohingegen in der Proliferationsphase meist 
nur 20-100mg zur Verfügung standen. Andere Arbeitsgruppen (Matthews et al. 1992, Arnold et al. 

2001) stellten keine zyklusabhängigen Unterschiede im Kulturverhalten der EEC fest. Ein weiteres 
Problem waren stromale Verunreinigungen. Epithel- und Stromazellen lassen sich zum Zeitpunkt der 
Aussaat optisch praktisch nicht unterscheiden. Wie bereits Matthews et al. (1992) und auch Mylonas 

et al. (2000) feststellten, sind immer einige Stromazellen in der Epithelzellfraktion enthalten, die sehr 
schnell die gesamte Kultur überwachsen können, besonders dann, wenn man EEC in geringer Dich-
te aussät. Bei hoher Aussaatdichte zeigte sich dieses Problem nicht. Unklar ist, ob eine Wachstums-
inhibition stromaler Zellen durch die EEC stattfand, oder die verbliebenen Stromazellen einfach über-
lagert wurden. Angaben von 98% reinen Epithelzellfraktionen (Arnold et al. 2001), nach der Methode 
von Satyaswaroop et al. (1979), erscheinen vor diesem Hintergrund eher suspekt, realistischere 
Schätzungen bewegen sich um 85-90%. Auch der von Kleinman et al. (1983) empfohlene Zusatz 
von Kollagenase zum Kulturmedium konnte die Reinheit der Epithelzellkulturen nicht erhöhen. Eine 
andere Schwierigkeit bestand darin, dass EEC praktisch nicht subkultivierbar waren. Merviel et al. 

(1994) gelang es, diese zu passagieren, wobei die Zahl Cytokeratin-positiver Zellen stark ab-, die 
der Vimentin-positiven hingegen zunahm. Das deutet auf eine stattfindende stromale Metaplasie hin, 
die aber nicht eindeutig zu belegen war.  
In der immuncytochemischen Charakterisierung zeigten EEC typischerweise eine Doppelexpression 
von Cytokeratin und Vimentin (Mylonas et al. 2000), was mit der vorliegenden Arbeit bestätigt wer-
den konnte. Laird et al. (1996) konnten hingegen keine Vimentin-positiven EEC nachweisen.  

Wesentlich einfacher gestaltete sich die Kultivierung der anspruchsloseren ESC. Bereits bei 
sehr niedrigen Aussaatdichten (<0,5x105/cm²) konnten konfluente Zellrasen erreicht werden. Die 
Kulturen erwiesen sich als äußerst robust und waren nahezu beliebig oft subkultivierbar. In der vor-
liegenden Arbeit wurde eine Kultur bis zur 22.Passage geführt. Trotzdem ist bei der Versuchsdurch-
führung an mehrfach passagierten Zellen Vorsicht geboten, da die Zellen zunehmend ein 
fibroblastenartiges Erscheinungsbild annehmen und sich die Rezeptorexpression ändern kann. Per 

definitionem gelten Subkulturen nicht mehr als Primärzellkulturen (Lindl 2000). Bereits nach einer 
Passage ließen sich schon Veränderungen charakteristischer Eigenschaften nachweisen (Casslén 

et al. 1990).  
Die immuncytochemischen Untersuchungen primär kultivierter ESC zeigten eine starke Expression 
des Intermediärfilaments Vimentin, aber nur einzelne Cytokeratin bzw. Desmin positive Zellen, die 
als Verunreinigungen interpretiert wurden. Auch Fasciani et al. (2003) bestätigten dieses Expressi-
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onsmuster. Im Gegensatz dazu wiesen Merviel et al. (1994) Desmin positive Stromazellen nach. In 
der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach mehrfachen Passagierungen eine Zunahme der Desmin-
expression, was auf eine myofibroblastäre Metaplasie der ESC hindeuten könnte.  

Die Kultivierung der MCF-7 Zellen verlief unproblematisch. Bis auf eine noch größere Be-
deutung der Einhaltung steriler Arbeitsbedingungen als bei den Primärkulturen, waren keine Beson-
derheiten zu berücksichtigen. Die Zellen hatten ein epitheliales Erscheinungsbild und wuchsen auf-
grund ihres exponentiellen Proliferationsverhaltens schnell zu konfluenten Zellrasen. Passagierun-
gen konnten beliebig oft durchgeführt werden. Die geringe Adhäsionsfähigkeit der Zelllinie an der 
Kulturoberfläche verursachte z.T. Schwierigkeiten bei der Durchführung von Untersuchungen, die 
nicht eine primäre Fixierung der Kulturen vorsahen.  

 
5.3.2. Beurteilung der immuncytochemischen Bestimmungen 

Mittels immunhistochemischer Untersuchungen an eingebettetem Material konnte nachgewiesen 

werden, dass humanes Endometrium die Steroidrezeptoren ERα, ERß, PR (Kuiper et al. 1997, Mat-

suzaki et al. 1999, Taylor und Al-Azzawi 2000, Wu et al. 2000) und auch den AHR exprimiert (Kü-

chenhoff et al. 1999). Immuncytochemische Bestimmungen an primär kultivierten Endometriumzel-
len sind diffiziler. Merviel et al. (1994) gelang kein Steroidrezeptornachweis an Endometriumzellkul-

turen, Köller (2002) konnte lediglich eine zytoplasmatische Expression von ERα und PR feststellen. 

Die Darstellung von ERß und AHR fehlte bislang gänzlich. Die in der vorliegenden Arbeit untersuch-

ten Zellkulturen zeigten eine vorwiegend nukleäre Expression der Steroidrezeptoren ERα, ERß und 

PR. Die Expressionsraten waren bei den MCF-7 Zellen für alle untersuchten Rezeptoren am stärks-

ten, etwas geringer bei den EEC und schwach ausgeprägt bei den ESC. ERα gilt im Brustdrüsen-

epithel als der prädominante Rezeptortyp, ist hingegen im Stroma kaum nachweisbar. Im Gegensatz 
dazu findet man ERß in beiden Gewebeanteilen gleichermaßen verteilt (Speirs et al. 2004). Dieses 
Expressionsmuster bestätigte sich auch bei den kultivierten Endometriumzellen. In der Literatur fin-
den sich oft widersprüchliche Angaben zur Steroidrezeptorexpression im Endometrium. So stellten 
Ishihara et al. (2003) die Expression von ER, PR und Ki67 an Endometriumproben immunhistoche-
misch dar. Die Autoren gaben für den ER, der nicht näher spezifiziert wurde, eine Färbeintensität 
von „moderat bis stark“ an, desgleichen für das (nukleäre) Antigen Ki67, welches erstaunlicherweise 
ausschließlich zytosolisch exprimiert wurde! Für den PR wurde ebenfalls eine starke Expression 
aufgeführt. Die in der Publikation gewählten Abbildungen deuteten allerdings auf ein eher schwa-
ches Färbeverhalten der Steroidrezeptoren hin, welches nach Quantifizierung den Resultaten der 
vorliegenden Arbeit entsprechen würde. Dieses Beispiel zeigt, wie subjektiv die Beurteilung immun-
cytochemischer Untersuchungen ist, und dass diese nur mit Zurückhaltung interpretiert werden dür-
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fen. Gerade wenn statt einer erwarteten Kernfärbung eine starke zytoplasmatische Reaktion auftritt, 
sollten die Ergebnisse intensiv überprüft werden. In der vorliegenden Arbeit tauchten Probleme beim 
Nachweis des AHR auf. Er wurde in allen untersuchten Zellen sowohl zytoplasmatisch, als auch im 
Kern nachgewiesen, wobei weiterhin unklar erscheint, ob es sich dabei um ein spezifisches Färbe-
verhalten handelt. Da eine genauere Abklärung (z.B. mittels Westernblot) noch nicht erfolgt ist, wur-
de auf eine Einbeziehung des Rezeptors in die Expositionsuntersuchungen und anschließende 
Quantifizierung verzichtet.  
Die Exposition der EEC mit E2 führte zu einer Expressionssteigerung aller untersuchten Steroidre-
zeptoren nach 72h Inkubation. Dabei fiel ein gegensinniges Expressionsmuster beider ER Subtypen 

auf, das in einem Peak für ERα bei 1nM E2 und einem Rückgang ERß positiver Zellen bei dieser 

Konzentration zum Ausdruck kam. Möglicherweise spielte hier die unterschiedliche Affinität beider 
ER eine Rolle. Bei den ESC war lediglich eine Steigerung der PR Expression zu beobachten, die ER 
Subtypen veränderten sich hingegen kaum. Der Proliferationsmarker Ki67 wurde nach E2 Zufuhr in 
kultivierten EEC stärker exprimiert als in ESC, was auf eine höhere mitotische Aktivität dieser Zell-
population deutet. Es ist im einzelnen noch unklar, wie Rezeptoren kultivierter Zellen „normalerwei-
se“ auf Estrogengaben reagieren sollten. Man geht von einer estrogenabhängigen Expressionsstei-
gerung aller Steroidrezeptoren aus (Leidenberger 1998), viele Untersuchungen weisen aber auf 
Unterschiede zwischen verschiedenen Geweben hin. Im Prinzip sind alle drei Regulationsmecha-
nismen nach E2 Zufuhr – verstärkte, verminderte, gleichbleibende Expression – für Steroidrezepto-

ren beschrieben. Martin et al. (2003) zeigten an MCF-7 Zellen, dass E2 den ERα herunterreguliert, 

den PR hingegen induziert. Eine andere ER positive Mammakarzinomzelllinie (T47D) reagierte mit 
Hochregulation des ER nach Estrogenzugabe (McGregor und Jordan 1998). Cappelletti et al. (2003) 

fanden an dieser Zelllinie einen nur geringen Anstieg der ERα mRNA Expression, dafür aber eine 

starke Expressionssteigerung des ERß. Wang et al. (1999) wiesen im Endometrium der Ratte einen 

Anstieg der ERα mRNA Expression, hingegen dessen Rückgang auf Proteinebene durch vorherige 

Gaben von E2 nach; ERß wurde unverändert exprimiert. Pillai et al. (2002) untersuchten ERα und 

ERß mRNA im Rattenuterus 24h nach E2 Gabe. Sie fanden die Expression von ERß vermindert, 

wohingegen ERα unbeeinflusst blieb. Die einzelnen Gewebeanteile wurden nicht näher differenziert, 

die Herunterregulation des ERß soll aber vorwiegend in den Stromazellen erfolgen, wie Weihua et 

al. (2000) feststellten. Die Induktion des PR durch Estrogengaben gilt als typischer estrogener Effekt, 
der ausschließlich bei ER positiven Zellen zu beobachten ist (Tseng 1979, Cappelletti et al. 2003). 
MCF-7 Zellen reagierten auf Estrogengaben mit einer Induktion des PR sowohl auf Gen- als auch 
auf Proteinebene um den Faktor 2-10 (Nardulli et al. 1988, Krishnan et al. 1993, Petz et al. 2002, 

Cappelletti et al. 2003). Endometriumzellkulturen von Ratten wiesen dessen gesteigerte Expression 
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auf, welche durch Zugabe eines Antiestrogens blockiert werden konnte (Aronica und Katzenellenbo-

gen 1991). An kultivierten Endometriumzellen des Hundes führten Estrogengaben zu einer Induktion 
von ER und PR (Galabova-Kovacs et al. 2004). Widersprüchliche Ergebnisse existieren zur der Fra-

ge, ob die Hochregulation des PR über ERα oder ERß vermittelt wird. Kurita et al. (2001) wiesen in 

Uterusstroma und Myometrium von Estrogenrezeptor- knockout- (ERKO) Mäusen voneinander un-

abhängige Mechanismen sowohl über ERα, als auch über ERß nach. Couse et al. (1999) entdeck-

ten hingegen einen kompletten Verlust der PR Induzierbarkeit bei αERKO Mäusen. Lediglich in ei-

ner einzigen Untersuchung fanden Frasor et al. (2003) eine starke Herunterregulation des PR im 
Endometriumepithel der Maus nach Zugabe von E2, wohingegen die PR Expression im Stroma un-
beeinflusst erschien. Dennoch wird allgemein davon ausgegangen, dass die PR Induktion als typi-
scher Estrogeneffekt gewertet werden kann, wohingegen die Regulation der ER Expression unein-
heitlich ist. Um so wichtiger erscheint die Durchführung interner Positivkontrollen, wie sie in der vor-
liegenden Arbeit erfolgt ist.  
72h Inkubation der EEC mit PCB153 bewirkte eine verstärkte Expression aller untersuchten Ste-
roidrezeptoren, die ESC zeigten wie schon nach Exposition mit E2 nur einen deutlichen PR Anstieg. 
Die Mitoserate der Primärkulturen (bestimmt anhand Ki67 positiver Zellkerne) konnte durch PCB153 
ebenfalls gesteigert werden, bei den EEC vor allem im sehr niedrigen Schadstoffkonzentrationsbe-
reich (10-100pM PCB153). Nach Inkubation mit ß-HCH war bei den EEC ein flacher, plateauartiger 
Anstieg der Expression aller Steroidrezeptoren zu erkennen, bei den ESC zeigte sich nur eine mäßi-
ge PR Induktion. Die Ki67 Expression war bei beiden Zellpopulationen erhöht, erreichte aber nicht 
die Werte der Positivkontrolle. Die Exposition der Endometriumzellen mit p,p´DDE bewirkte nur sehr 
geringe Expressionsänderungen. Die Ki67 Expression war nach p,p´DDE Zugabe im Verhältnis zu 
allen anderen Testsubstanzen bei den EEC am geringsten, bei den ESC am stärksten gesteigert.  
Untersuchungen zur Rezeptorexpression nach Exposition mit EDC wurden bisher nicht sehr häufig 
durchgeführt. Für das Xenoestrogen ß-HCH liegt eine Arbeit vor, in der diese Substanz in einer Kon-
zentration von 10µM ähnliche Steroidrezeptorveränderungen an MCF-7 Zellen wie 1nM E2 hervorru-
fen konnte. Es handelte sich um eine Induktion des PR bei nahezu unbeeinflusster ER Expression 
nach 3d Inkubation. Ein Affinitätsnachweis zum ER konnte für das ß-HCH nicht geführt werden, so 
dass die Autoren einen indirekten Wirkmechanismus propagierten (Coosen und van Velsen 1989). 
Immunhistochemische Darstellungen am Brustgewebe von Ratten, die präpubertär mit E2 oder Ge-
nistein (einem Phytoestrogen) gefüttert wurden, zeigten eine signifikant erniedrigte Expression des 

ERα für E2 exponierte und eine erhöhte Expression für Genistein exponierte Ratten (Cabanes et al. 

2004). Andere Autoren fanden den gegenteiligen Effekt (Cotroneo et al. 2002), bei allerdings sehr 
viel höheren Dosierungen. Veränderungen der ERß Expression nach Genisteingaben zeigten sich 
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bisher nicht (Jefferson et al. 2002), bzw. der Versuch misslang (Cabanes et al. 2004). Nach Exposi-
tion mit Bisphenol A und seinen Metaboliten wurde in Mammakarzinomzelllinien ein starker Anstieg 

der ERß mRNA Expression festgestellt, bei nur geringen Effekten auf ERα. Die Autoren vermuteten 

eine ERα abhängige Induktion des ERß. Auch waren alle getesteten Xenoestrogene in der Lage, die 

Expression des PR zu steigern (Cappelletti et al. 2003).  
 

5.3.3. Beurteilung der Ergebnisse des ESCREEN Assays 
Das als Positivkontrolle eingesetzte E2 bewirkte bei allen untersuchten Zellkulturen nach 3d Inkuba-
tion eine Steigerung der Proliferationsrate. Bei den epithelialen Zellen lagen die Werte für den PE 
durchschnittlich um 120%. Das Wachstum der ESC konnte mit E2 Zugabe hingegen nur schwach 

gesteigert werden. Dieses Verhalten lässt sich durch den geringeren ERα Gehalt dieser Zellpopula-

tion erklären. Für primär kultivierte EEC sind E2 induzierte Proliferationssteigerungen bisher gar 
nicht (Uchima et al. 1991, Marshburn et al. 1992, Whitworth et al. 1994, Cooke et al. 1997) oder nur 
in geringem Umfang belegt (Kleinman et al. 1983). In der vorliegenden Arbeit waren proliferative 
Effekte nicht nachweisbar, wenn die Testsubstanzen in serumhaltigem Medium A zugegeben wur-
den. Eine plausible Erklärung dafür boten Welshons et al. (2003), die feststellten, dass für alle Expo-
sitionsuntersuchungen von Bedeutung ist, ob die Rezeptoren bereits abgesättigt sind, oder die 
Estrogenkonzentrationen unterhalb der rezeptorkinetisch erforderlichen Höhe liegen. Wahrscheinlich 
reichen die im Medium A enthaltenen Steroidhormonmengen aus, um die Rezeptoren vollständig zu 
binden, so dass alle weiteren (Xeno-) Estrogenzugaben ineffektiv sind. Aus diesem Grund erfolgte 
bei den hier durchgeführten Experimenten die Umstellung der Kulturen auf serumfreies Medium B 
bereits einen Tag vor geplanter Exposition.  
Nach Exposition mit PCB153 war die Proliferationsrate aller drei Zellpopulationen gesteigert. Bei den 
endometrialen Zellen lagen die proliferativen Effekte um 110-120%, bei den MCF-7 Zellen etwas 
höher. Inkubation mit 1µM PCB153 führte bei allen Zellkulturen zu einem Rückgang des Zellwachs-
tums, wobei es sich vermutlich hauptsächlich um Lösungsmitteleffekte handelte, da die enthaltene 
Menge von 1,2% DMSO bereits im Leerwert toxische Effekte auslösen konnte. Die Berechnung des 
RPE offenbarte eine Schwierigkeit: bei nahezu gleichem PE zeigten sich bei den epithelialen Zellen 
(realistische) Werte von etwa 50% für den RPE, bei den Stromazellen wurden hingegen mehrheitlich 
Werte von 150% erzielt. Dieses unrealistische Resultat entstand dadurch, weil für die Berechnung 
des RPE der jeweilige PE(E2max) zu Grunde gelegt wurde. War dieser aber nicht sehr hoch, erga-
ben sich für die Testsubstanzen überhöhte RPE Werte. Nach dreitägiger Inkubation mit ß-HCH zeig-
ten alle Zellkulturen ähnliche proliferative Effekte, die maximal um 120% lagen. Auch hier trat bei 
den ESC die oben erwähnte Schwierigkeit bei der Berechnung des RPE zu Tage. Alle exponierten 
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Kulturen wiesen einen annähernd zweigipfligen Kurvenverlauf der Proliferationsrate im Verhältnis zur 
eingesetzten Konzentration auf. Bei 1nM ß-HCH erschien in allen Kulturen ein Rückgang der sonst 
deutlich gesteigerten Proliferation, die aber immer noch oberhalb der Negativkontrolle lag. Die Expo-
sition mit p,p´DDE zeigte die größten Unterschiede zwischen den Zellkulturen. Während bei den 
EEC proliferative Effekte von 140% beobachtet wurden, lagen diese bei den MCF-7 Zellen um 
120%, bei den ESC noch um 110%. Die RPE Werte waren für die endometrialen Zellen ähnlich aus-
geprägt, mit Maximalwerten von 150%.  
Der ESCREEN Assay wurde für MCF-7 Zellen validiert (Soto et al. 1995) und sollte daher bei der 
Zelllinie entsprechend zuverlässige Werte liefern. Vergleicht man die Zellkulturen miteinander so fällt 
auf, dass die epithelialen Zellen (beiderlei Ursprungs) sehr ähnlich auf Estrogen- bzw. Xenoestro-
gengaben reagierten. EEC und ESC unterschieden sich in den Proliferationsversuchen deutlich stär-
ker voneinander, als EEC und MCF-7 Zellen. Die Stromazellen zeigten kaum Wachstumssteigerun-
gen nach E2 Gabe, hingegen stärkere Effekte nach Inkubation mit Xenoestrogenen. Bei den epithe-
lialen Zellen war das Gegenteil der Fall. Ein limitierender Faktor aller durchgeführten Untersuchun-
gen war, dass Konzentrationen >1µM nicht getestet werden konnten, da die begrenzte Wasserlös-
lichkeit der sehr lipophilen Substanzen den Einsatz großer Mengen Lösungsmittel erforderlich mach-
te, die dann ihrerseits erheblichen Einfluss auf die Zellviabilität nahmen. Auch Payne et al. (2001) 
hatten dieses Problem, weshalb sie ebenfalls keine höheren Konzentrationen testen konnten. Vor 
diesem Hintergrund ist es kaum verwunderlich, dass Lee et al. (2003) mit steigender Konzentration 
des getesteten Xenoestrogens (Bisphenol A und Aroclor 1254) eine teils signifikante Abnahme der 
Zellzahl kultivierter EEC beobachteten. Diese zeigte sich ab Schadstoffkonzentrationen von 1µM 
(Testbereich bis 100µM), wobei nicht deutlich wurde, ob und wieviel Lösungsmittel enthalten war. 
Eine differenzierte Betrachtung estrogener Effekte ist in diesen Konzentrationsbereichen nicht mehr 
möglich, da zytotoxische Einflüsse überwiegen. Köller et al. (2004) untersuchten ebenfalls den Ein-
fluss der drei Substanzen PCB153, ß-HCH und p,p´DDE auf das Wachstumsverhalten primär kulti-
vierter EEC und MCF-7 Zellen. Als Nachweismethode kam der Neutralrottest zum Einsatz. Bei den 
EEC waren die Proliferationssteigerungen deutlich zeitabhängig, mit maximalen Effekten nach 72h 
Inkubation, bei den MCF-7 Zellen hingegen nicht. PCB153 rief bei beiden Zellpopulationen PE Werte 
um 120% hervor, ß-HCH bei den EEC 110-115% und bei den MCF-7 Zellen 115-120%. Die größten 
Unterschiede traten nach Exposition mit p,p´DDE zu Tage: hier lagen die proliferativen Effekte um 
110% (EEC) und 140% (MCF-7). Leider wurde keine Positivkontrolle mitgeführt, so dass ein direkter 
Vergleich mit den Resultaten der vorliegenden Arbeit nur bedingt möglich ist. Boué et al. (2003) führ-
ten den ESCREEN Assay an MCF-7 Zellen durch, um verschiedene Pflanzenextrakte auf ihre Estro-
genizität zu untersuchen. E2 als Positivkontrolle konnte die Proliferation bei 0,1nM maximal induzie-
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ren, die Pflanzenextrakte zeigten teilweise darüber liegende PE. Andersson et al. (1999) konnten für 
einige nichtcoplanare PCB und deren hydroxylierte Metaboliten (OH-PCB) Proliferationssteigerun-
gen von MCF-7 Zellen nachweisen. Diese waren besonders ausgeprägt bei den OH-PCB, der RPE 
erreichte teilweise Werte von 100%. Auch für ß-HCH wurden im ESCREEN Assay bereits proliferati-
ve Effekte nachgewiesen (Steinmetz et al. 1996). 
Die mit der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate für die drei Umweltchemikalien PCB153, ß-HCH 
und p,p´DDE lassen Hypothesen über deren Wirkmechanismen im menschlichen Organismus zu. 
Zunächst ist es jedoch erforderlich, noch einmal detailliert die molekularen Estrogenwirkungen zu 
beleuchten, da diese grundlegend zum Verständnis der postulierten Mechanismen sind.  
 
 

5.4. Molekulare Wirkmechanismen von Estrogenen 
 

5.4.1. Interaktionen mit dem Estrogenrezeptor 
In Autoradiographiestudien stellte man eine strenge Assoziation von markiertem E2 zum Zellkern 
fest, so dass die Idee eines als Transportvehikel für Steroide dienenden Rezeptors entstand, der 
Estrogene vom Zytoplasma zum Zellkern transportiert (Toft und Gorsky 1966, Jensen und De-

Sombre 1973). Heute geht man davon aus, dass der ER zwar sowohl in Zytoplasma, als auch Nuk-
leus vorkommt, die Ligandenbindung aber wahrscheinlich ausschließlich im Kern erfolgt (Leidenber-

ger 1998), so dass der ER der Superfamilie der nukleären Rezeptoren zugeordnet wird. Im Jahr 
1996 wurde eine neue Variante des Rezeptors – ERß genannt – entdeckt (Mosselmann et al. 1996, 

Kuiper et al. 1996). Den alten, klassischen ER bezeichnete man fortan als ERα. Diese beiden Re-

zeptorproteine sind keine Isoformen, sondern werden von verschiedenen Genen auf unterschiedli-

chen Chromosomen kodiert. ERα gilt als prädominanter Rezeptortyp in Brust, Uterus, Cervix und 

Vagina, ist aber auch in fast allen anderen Geweben zu finden. Hingegen erscheint ERß vorwiegend 
in Ovar, Prostata, Hoden, Milz, Lunge, Hypothalamus und Thymus (Couse et al. 1997). Weiterhin 
unklar ist, ob beide Rezeptoren in ein und der selben Zelle exprimiert werden. Viele Autoren waren 
bisher dieser Ansicht (Shughrue et al. 1998, Matsuzaki et al. 1999, Weihua et al. 2000), neuerdings 
geht man wieder davon aus, dass dies nicht der Fall ist (Mueller 2004).  
Strukturell bestehen beide ER aus sechs funktionellen Domänen (A-F), die typisch sind für alle Kern-
rezeptoren. Die N-terminale A/B Domäne ist die am wenigsten konservierte aller Mitglieder und zeigt 

nur 17% Homologien zwischen ERα und ß. Sie enthält die für die Transaktivierung wichtige „activa-

tion function 1“ (AF-1). Die C-Domäne ist hochkonserviert und bedeutsam für die DNA Bindung am 

„estrogen response element“ (ERE). Sie zeigt 97% Übereinstimmung zwischen ERα und ß. Die D-



                                                                                                                                                                              Diskussion 

Domäne beinhaltet Signale für die nukleäre Lokalisation des Rezeptors, wohingegen die E-Domäne 
die Ligandenbindungsdomäne und die „activation function 2“ (AF-2) enthält. Die C-terminale F-
Domäne ist spezifisch für Estrogenrezeptoren innerhalb der Superfamilie (White et al.1998). Die 
funktionellen Aspekte des ER werden in Abb.73 schematisch dargestellt.  
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Abb.73: Estrogenrezeptor Wirkmechanismen  

 
 
Der inaktive Rezeptor liegt in einem Komplex von Hitzeschockproteinen und anderen Chaperonen 
im Kern vor, aus welchem er sich nach Ligandenbindung löst und mit einem weiteren, ligandenge-
bundenen Rezeptormolekül dimerisiert. Das entstandene Homodimer bindet mit Hilfe zweier Zinkfin-
ger am „estrogen response element“ – einer 13 Basenpaare umfassenden Sequenz in der Promoter-
region des entsprechenden Genabschnitts. Durch die Interaktion von bestimmten Cofaktoren mit der 
AF-2 des Rezeptors (McKenna et al. 1999) wird schließlich die Transkription von Zielgenen in Gang 
gesetzt, die in Abhängigkeit von Ligand und Gewebe völlig unterschiedlich sein können (Hall und 

   

 

 
  
  

 
 

 

   
   

 
  
  

 

 

    

 
 

 
 
   

 

  

   

 

   

1. Liganden - 
abhängig 

4. Nicht - genomisch 

3. ERE - 
unabhängig 

2. Liganden -  
unabhängig 

   

 
 

 

+ 
   

  

Cytosol Nukleus 

Legende: 
 

 

  

 

  

Estrogen 
 
Estrogen Rezeptor 
 
Hitzeschock Protein 
 
„estrogen response 
element“ 

 

 
DNA 
 
Cofaktor 
 
anderer Transkriptions- 
faktor 
 
anderes  
„response element“ 

 

 

   Wachstumsfaktor 
 
Wachstumsfaktor  
Rezeptor 
 
MAP Kinase 
 
membranassoziierter 
Estrogen Rezeptor 
 
 

 

P 



                                                                                                                                                                              Diskussion 

57 

Korach 2002). Insgesamt handelt es sich um den sogenannten „klassischen“ oder auch liganden-
abhängigen Wirkmechanismus. Eine zweite Möglichkeit ist die ligandenunabhängige Aktivierung 
des ER, z.B. durch Wachstumsfaktoren (Klotz et al. 2002). Über die Aktivierung von membranären 
Wachstumsfaktorrezeptoren und abhängiger Enzymkaskade erfolgt u.a. eine MAP-Kinase vermittel-
te Phosphorylierung der AF-1 und damit Aktivierung des ER, die wiederum über Bindung am ERE in 
eine Expression abhängiger Zielgene mündet (Hall et al. 2001). Wenn zusätzlich ein spezifischer 
Ligand vorhanden ist, wird dessen Wirkung verstärkt (Feng et al. 2001). Dieser Mechanismus soll 
von Bedeutung bei der Stroma- Epithel- Interaktion eines Gewebes sein (Klotz et al. 2002). Ein 
nächster Mechanismus ist der ERE-unabhängige. Hierbei kommt es zur Heterodimerisierung des 

ER mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP1, SP1 oder NFκB, die zu einer Transaktivierung 

deren abhängiger Gene führt (McDonnell und Norris 2002). Auch die Expression des PR kann über 
diesen Weg induziert werden (Petz et al. 2002). Die vierte Möglichkeit der Estrogenwirkung sind 
nichtgenomische Effekte. Zu diesen auch als „Sofortreaktionen“ bekannten Effekten gehören z.B. 
Ionen- und Glukosetransportänderungen und Calcium- und Prolaktinfreisetzung (Campbell et al. 

2002), aber auch Wassereinlagerung im Endometrium und Hyperämie, beginnend eine halbe Stunde 
nach Estrogenzufuhr (Hewitt et al. 2003). Hierbei soll eine auf der Zelloberfläche lokalisierte Form 
des ER beteiligt sein – der membranassoziierte ER (Bogh et al. 2001). Inwieweit verwandtschaftliche 
Beziehungen zum intrazellulären ER bestehen, ist noch unklar. Für die verschiedenartigen Wirkun-

gen von ERα und ERß lassen sich zahlreiche Erklärungen finden. Es erscheint u.a. möglich, dass 

für beide ER Subtypen unterschiedliche Cofaktoren (Aktivatoren und Repressoren) benötigt werden 

(Hall et al. 2002). Auch soll die Affinität zum ERE für ERß größer sein, als für ERα (Kostelac et al. 

2003). Außerdem werden jeweils verschiedene Gene transaktiviert. Für die typischen Estrogenwir-

kungen soll in erster Linie ERα verantwortlich sein (Harris et al. 2002, Frasor et al. 2003). Einige 

Autoren sind der Meinung, dass ERß als Inhibitor für ERα fungiert (Hanstein et al. 1999, Hall et al. 

1999).  
 

5.4.2. Molekulare Mechanismen der Proliferationssteigerung 
Die Frage, ob in estrogenen Zielgeweben nachgewiesene Proliferationssteigerungen als estrogene 
Effekte zu werten sind, wird von den meisten Autoren bejaht. Sonnenschein und Soto (1998) beto-
nen, dass für die Beurteilung einer Substanz als estrogenartig die Bestimmung proliferativer Effekte 
herangezogen werden sollte. Diese gehören zu den „Spätreaktionen“ der ER vermittelten Estrogen-
wirkung und setzen nach etwa 24h ein (Hewitt et al. 2003). Die Wirkungskaskade scheint aber we-
sentlich komplexer zu sein. So konnten Haining et al. (1991) an kultivierten Endometriumzellen nur 
dann proliferative Effekte beobachten, wenn sowohl E2, als auch EGF substituiert wurden. Tsai et al. 
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(2002) wiesen nach, dass endometriale Stromazellkulturen FGF-9 freisetzen konnten, welches die 
Proliferationsrate steigerte. Zusätzliche E2 Gaben verstärkten diesen Effekt noch. Somigliana et al. 

(2001) kultivierten Endometriumproben in Follikelflüssigkeit und verzeichneten trotz Angleichen des 
Steroidhormongehalts im Kontrollansatz eine erhöhte Proliferation der Zellen, die somit offensichtlich 
steroidhormonunabhängig war. Auch hier wurden Wachstumsfaktoren wie VEGF, IGF-1 und 2 ver-
antwortlich gemacht. Zahlreiche Autoren sind der Meinung, dass solche indirekten Regulationsme-
chanismen speziell bei den EEC von größerer Bedeutung für deren Wachstumsverhalten sind, als 
direkt rezeptorvermittelte Effekte (Cooke et al. 1997, Kurita et al. 1998, Weihua et al. 2000, Arnold et 

al. 2001). Cooke et al. (1998) wiesen an ERKO-Mäusen nach, dass die proliferationssteigernde Wir-
kung von E2 auf EEC parakrin über die Stromazellen reguliert wird. Der ER Status der Epithelzellen 
war in dieser Untersuchung ohne Belang. Man vermutet, dass nach Estrogenzufuhr, als direkt ER-
vermittelte Reaktion in den Stromazellen die Transkription und Freisetzung von Wachstumsfaktoren 
initiiert wird, welche dann ihrerseits parakrin auf die Epithelzellen (über deren Wachstumsfaktorre-
zeptoren) einwirken und eine ligandenunabhängige Aktivierung des ER (siehe 6.3.1.) in diesen Zel-
len hervorrufen (Hall et al. 2001). Des weiteren besteht die Möglichkeit einer Interaktion des ER mit 
anderen Transkriptionsfaktoren („ERE- unabhängig“, siehe 6.3.1.), z.B. AP1, welches als ubiquitär 
vorhandenes Protein auf eine Vielzahl von Stimuli hin u.a. auch eine Proliferationssteigerung indu-
zieren kann. Damit wird die Beurteilung, ob die Proliferationssteigerung einen „typischen“ estrogenen 
Effekt darstellt noch schwieriger (Ashby 2002, Frigo et al. 2002) und es erscheint die alleinige Unter-
suchung des Zellwachstums für die Beurteilung einer Substanz als estrogenartig unzureichend. 
 
 

5.5. Interpretation der Ergebnisse und Versuch der Beschreibung spezieller  
molekularer Wirkmechanismen 

 
5.5.1. Interpretation der Ergebnisse für PCB153 

Die durchschnittliche Konzentration für PCB153 im Vollblut der unbelasteten deutschen Normalbe-
völkerung liegt bei 2,2µg/l, dies entspricht etwa 6,1nM (Bekanntmachungen des Umweltbundesam-

tes 2003). Im Endometrium fertiler Frauen wurden Konzentrationen von 1-2nM PCB153 nachgewie-
sen (Kuntzsch 1999). In der vorliegenden Arbeit traten proliferative Effekte schon bei 0,1nM PCB153 
auf und erreichten bei 1nM ein Maximum. Desgleichen war auch die Steroidrezeptorexpression bei 
dieser Konzentration maximal gesteigert. Die durch PCB153 induzierten Veränderungen der kulti-
vierten Zellen glichen denen nach Inkubation mit E2. Die Vermutung liegt nahe, dass damit auch 
ähnliche Wirkmechanismen eine Rolle spielen, bzw. es sich bei PCB153 um einen Agonisten am ER 
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handelt (Abb.74). Für die nichtcoplanaren PCB zu denen auch das hier getestete Kongener zählt, 
wurden bereits estrogene Wirkungen beschrieben (Safe 1995), die aber um einiges geringer waren, 
als die von natürlichen Estrogenen. Lediglich einige OH-PCB zeigten im ESCREEN Assay RPE 
Werte von 100% (Andersson et al. 1999). Auch die ER Bindungsaffinität soll für die OH-PCB höher 
sein (Machala et al. 2004). PCB153 rief ein deutliche antagonistische Reaktion am AHR hervor 
(Chen und Bunce 2004), wohingegen die coplanaren Kongenere Agonisten an diesem Rezeptor sind 
(Aoki 2001, Chen und Bunce 2004). Cannavò et al. (2003) untersuchten in ihrer Arbeit die Toxizität 
von Aroclor (einem PCB Gemisch) auf Myoblasten. Alle getesteten Konzentrationen ab 10µg/ml 
(entspricht etwa 30µM) führten konzentrationsabhängig zur Zellnekrose. Interessanterweise wurde 
der Konzentrationsbereich unterhalb von 10µM von den Autoren als „low dose“ bezeichnet, da hier 
keine toxischen Effekte mehr nachweisbar waren. Vor dem Hintergrund der oben erwähnten realen 
Akkumulationsraten muss nach den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit davon ausgegangen 
werden, dass PCB153 im „low dose“ Bereich spezifische, estrogenartige Wirkungen hervorrufen 
kann (Abb.74). Bereits die „normalerweise“ im Endometrium nachweisbaren Konzentrationen sind 
ausreichend, um in vitro an diesem Gewebe estrogene Effekte auszulösen.  
 

5.5.2. Interpretation der Ergebnisse für ß-HCH 
Der Durchschnittswert von ß-HCH im Vollblut beträgt 0,5µg/l für nichtexponierte Erwachsene. Dies 
entspricht etwa 1,7nM (Bekanntmachungen des Umweltbundesamtes 2003). Im Endometrium fertiler 
Frauen wurden Konzentrationen von 5-6nM detektiert (Kuntzsch 2000). Mit der vorliegenden Arbeit 
konnten estrogene Effekte des ß-HCH über den gesamten getesteten Konzentrationsbereich (0,1-
1000nM) nachgewiesen werden. Es zeigten sich Steigerungen der Proliferation und der Steroidre-
zeptorexpression sowohl bei den Primärzellkulturen, als auch bei der Zelllinie. Diese Effekte waren 
deutlich, aber doch schwächer ausgeprägt, als nach Inkubation mit E2 oder PCB153. Bereits Stein-

metz et al. (1996) entdeckten eine dosisabhängige Proliferationssteigerung von MCF-7 Zellen nach 
Exposition mit ß-HCH, die an ER negativen Zelllinien nicht nachweisbar war. Die Autoren vermute-
ten deshalb einen ER vermittelten Wirkungsweg, wobei im kompetetiven Bindungsassay ß-HCH 
auch in 40000fach höherer Konzentration E2 nicht vom Rezeptor verdrängen konnte, so dass ein 
direkter ER Agonismus unwahrscheinlich erschien und ein indirekter, „nichtklassischer“ Wirkmecha-
nismus angenommen wurde. In einer aktuellen Arbeit untersuchten Kalantzi et al. (2004) Niedrigdo-
siseffekte des Lindans und seines ß-Isomers auf MCF-7 Zellen. Die Autoren entdeckten vermehrt 
chromosomale Störungen bereits nach Exposition mit 1-100pM (!) Lindan. Die durch ß-HCH bewirk-
ten Veränderungen waren nicht so deutlich ausgeprägt. Dennoch bestätigt diese Arbeit eindrucks-
voll, dass selbst extrem niedrige Dosierungen, die weit unterhalb toxikologisch bedeutsamer Grenz-
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werte liegen, deutliche Effekte in vitro hervorrufen können. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
legen nahe, dass ß-HCH die Transaktivierung estrogenregulierter Gene initiieren kann. Wahrschein-
lich erfolgt aber keine direkte Bindung am ER, sondern möglicherweise eine ligandenunabhängige 
Aktivierung des Rezeptors z.B. über MAP- Kinasen (Abb.74).  
 

5.5.3. Interpretation der Ergebnisse für p,p´DDE 
Für p,p´DDE liegen die Durchschnittskonzentrationen im Vollblut der nichtexponierten Bevölkerung 
in Ostdeutschland bei 14,3µg/l (45nM) und damit deutlich höher, als in den alten Bundesländern 
(6,2µg/l). Die Unterschiede ergeben sich wohl daher, dass in der DDR der Einsatz von DDT längere 
Zeit erlaubt war (Bekanntmachungen des Umweltbundesamtes 2003). Die Konzentrationen im En-
dometrium fertiler Frauen betrugen im Mittel 40-45nM (Kuntzsch 2000). Mit den in der vorliegenden 
Arbeit eingesetzten Konzentrationen (1pM-1µM) konnten kaum Veränderungen der Steroidrezeptor-
expression hervorgerufen werden, dennoch zeigten sich in diesem Bereich starke Proliferationsstei-
gerungen besonders bei den epithelialen Zellkulturen. Kelce et al. (1995) wiesen nach, dass 
p,p´DDE mit hoher Affinität am Androgenrezeptor bindet und dessen transkriptionale Aktivität inhi-
biert. In einer Bindungsstudie zeigten 1,86µM p,p´DDE eine 50%ige Hemmung des Rezeptors (Ma-

ness et al. 1998). Das ist eine Konzentration, die mehr als 50fach über den meisten Akkumulations-
werten liegt, weshalb die Autoren der Androgenrezeptorhemmung in vivo kaum eine Rolle beima-
ßen. Direkte Affinität für ER Subtypen konnte in den meisten Untersuchungen nicht (Kelce et al. 

1995, Kuiper et al. 1998), oder nur in geringem Umfang nachgewiesen werden (Kojima et al. 2004), 
wenn auch mit Hilfe von Reportergenassays eine ER- agonistische Aktivität des p,p´DDE darstellbar 
war (Willemsen et al. 2004). Die in der vorliegenden Arbeit und auch von Soto et al. (1995) und An-

dersen et al. (1999) nachgewiesenen proliferativen Effekte dieser Chemikalie auf estrogene Zielor-
gane lassen sich somit nicht über eine direkte Bindung am ER erklären. Möglicherweise ist die indu-
zierte Proliferationssteigerung nur bedingt als estrogener Effekt zu werten, da Frigo et al. (2002) 
herausfanden, dass sämtliche DDT Metaboliten in der Lage sind, den Transkriptionsfaktor AP1 zu 
aktivieren. Dieser Effekt soll in ER negativen Zellen sogar noch stärker ausgeprägt sein als in ER 
positiven. In einer aktuellen Arbeit der Autoren (Frigo et al. 2004) wurde festgestellt, dass die AP1 
Aktivierung auch über MAP- Kinasen vermittelt werden kann, die bei der ligandenunabhängigen ER 
Aktivierung eine Rolle spielen (Klotz et al. 2002). Somit erscheint es am wahrscheinlichsten, dass 
p,p´DDE innerhalb der ER Wirkungskaskade „ERE unabhängig“ wirkt und die beobachteten prolife-
rativen Effekte über die „response elements“ anderer Transkriptionsfaktoren induziert werden 
(Abb.74). Ob der ER als Heterodimerisationspartner dabei überhaupt eine Rolle spielt, verbleibt un-
gewiss, solange Vergleiche mit ER negativen Geweben nicht vorliegen. 
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Abb.74: Mögliche molekulare Xenoestrogen-Wirkmechanismen (Legende siehe Abb.73) 

 
 

5.6. Beurteilung des Gefahrenpotentials endokriner Disruptoren  
 

5.6.1. Die Kontroverse „gute“ Phytoestrogene und „böse“ Xenoestrogene 
Sehr kontrovers gestaltet sich die Diskussion um den Vergleich anthropogener Xenoestrogene mit 
denen pflanzlicher Herkunft. Phytoestrogenen wird für eine Vielzahl hormonbedingter Erkrankungen 
eine protektive Rolle zugeschrieben. Sie können im Blut bis zu 100fach höhere Konzentrationen 
erreichen als endogene Estrogene und übertreffen in vitro teilweise die proliferativen Effekte des E2 
(Boué et al. 2003). Besonders deutlich werden Widersprüche bei der Diskussion des Mammakarzi-
noms. EDC stehen im Verdacht, die Inzidenz der Erkrankung zu erhöhen, bzw. den Verlauf ungüns-
tig zu beeinflussen, da Mammakarzinome besonders häufig in Industrieländern auftreten (Davis et 

al. 1993, Demers et al. 2000). In vielen Untersuchungen konnte dieser Zusammenhang allerdings 
nicht belegt werden (Snedeker 2001). Die in asiatischen Ländern beobachtete geringere Inzidenz 
hormonabhängiger Malignome wird auf die dortige phytoestrogenreiche Ernährung zurückgeführt 
(Fowke et al. 2003, Hikosaka et al. 2004). Nilsson (2000) meinte hingegen, dass gerade in Ländern 
wie Indien und China große Mengen DDT und andere chlorierte Insektizide in die Umwelt einge-
bracht wurden und werden. Demzufolge müssten die adversen Effekte dieser Schadstoffe die positi-
ven Ernährungsfaktoren wieder aufheben. In einer Untersuchung von Allred et al. (2004) wird der 
protektive Effekt der Phytoestrogene komplett infrage gestellt, bzw. sogar ins Gegenteil verkehrt. Die 
Autoren induzierten (ER positive) Mammakarzinome in weiblichen Ratten und behandelten diese 
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gezielt mit E2 oder Genistein (einem Phytoestrogen). In der Negativkontrollgruppe ohne Estrogen-
gaben zeigte sich bald eine Regression der Tumoren, wohingegen bei den sonstigen Behandlungen 
das Tumorwachstum voranschritt. Da in dieser Untersuchung der Einfluss von Phytoestrogenen auf 
bereits manifeste Mammakarzinome untersucht wurde, sind Rückschlüsse auf eine eventuelle Kan-
zerogenese nicht möglich. Trotzdem betrachten die Autoren eine Phytoestrogensubstitution nach der 
Menopause als sehr kritisch.  
Es erscheint allerdings nicht gerechtfertigt, pflanzliche Estrogene ähnlich negativ zu belegen, wie 
Xenoestrogene anthropogenen Ursprungs. Einige Untersuchungen weisen darauf hin, dass unter-
schiedliche molekulare Wirkmechanismen dazu führen, dass Phytoestrogene überwiegend „protekti-
ve“, Umweltchemikalien hingegen eher „aggressive“ Effekte hervorrufen (Dalton et al. 2002). Auch 
ist bekannt, dass Phytoestrogene bevorzugt und mit hoher Affinität am ERß binden, dessen regula-
torische Wirkung noch weitgehend unbekannt ist (Kuiper et al. 1998, Boué et al. 2003). 

 
5.6.2. Die Frage der relevanten Konzentrationen 

Bisher gibt es keinen eindeutigen Beweis einer speziell durch Umweltestrogene verursachten Er-
krankung beim Menschen (die Vergiftungsszenarien nach akzidentieller Freisetzung großer Mengen 
verdächtiger Chemikalien einmal ausgenommen). Einzig für das als Medikament eingesetzte DES 
konnte ein Kausalzusammenhang zum Adenokarzinom der Vagina hergestellt werden (Herbst 

1981). Die Meinungen zum Gefahrenpotential der EDC gehen daher erheblich auseinander. Nilsson 

(2000) stellte im Prinzip jegliche von Xenoestrogenen ausgehende mögliche Gefährdung in Frage. 
Er behauptete, dass jede Exposition mit Umweltchemikalien im Vergleich zu bewusst medikamentös 
verabreichten „endokrinen Disruptoren“ (im Rahmen der hormonellen Kontrazeption) zu vernachläs-
sigen sei. Es handele sich dabei lediglich um homöopathische Dosen (welche der Autor per se als 
unwirksam voraussetzt). Xenoestrogene wären in erster Linie ein ökotoxikologisches Problem und 
keine ernsthafte Gefahr für die Menschheit. Außerdem sei der Mensch in der Lage, Schwankungen 
der hormonellen Homöostase in weiten Grenzen abzufangen. Die Bindungsaffinität von Xenoestro-
genen am ER ist meist über 1000fach geringer, als die des E2. Für die meisten Substanzen lässt sie 
sich nicht einmal nachweisen (Kuiper et al. 1997). Selbst wenn eine tatsächliche Beeinflussung des 
Hormonhaushalts erfolgen sollte, so sei diese nicht gleichbedeutend mit der Auslösung adverser 
Effekte (Nilsson 2000).  
Im Gegensatz dazu stehen die in jüngerer Zeit erschienenen Arbeiten, die sich mit sogenannten 
Niedrigdosiseffekten („low dose effects“) endokriner Disruptoren beschäftigen. Man nimmt an, dass 
Substanzen, die mit Hormonsystemen interferieren, nicht einer linearen Dosis- Wirkungs- Beziehung 
folgen, sondern sogenannte „hormetische“ Verläufe zeigen, die sich meist U-förmig, bzw. umgekehrt 
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U-förmig darstellen (Calabrese und Baldwin 2001 und 2003, Welshons et al. 2003). Rückschlüsse 
von Toxizitätsstudien auf Schadstoffgrenzwerte, die als ungefährlich anzunehmen sind, wären dem-
nach nicht möglich. Der vom amerikanischen NIEHS herausgegebene Report „National Toxicology 

Program's Report of the Endocrine Disruptors Low-Dose Peer Review“ (2001) beschäftigte sich in-
tensiv mit der Frage möglicher Niedrigdosiseffekte von endokrinen Disruptoren. Man definierte dieje-
nigen Substanzkonzentrationen, die unterhalb der herkömmlich festgelegten NOEL bei nichtmonoto-
ner Dosis-Wirkungs-Beziehung einen signifikanten Effekt hervorrufen können als „low dose“. Für E2 
und einige wenige Substanzen seien diese Effekte bereits nachgewiesen worden. Dennoch wird die 
Existenz von Niedrigdosiseffekten endokrin aktiver Umweltchemikalien von einigen Wissenschaftlern 
stark angezweifelt, da aufgrund der meist subtilen Versuchsbedingungen die Ergebnisse kaum re-
produzierbar sind (Ashby 2003, Ashby et al. 2004). 
 

5.6.3. Die Frage des Expositionszeitpunktes 
Bei der Beurteilung des Gefahrenpotentials von endokrinen Disruptoren muss nicht nur die Dosis, 
sondern auch der Expositionszeitpunkt berücksichtigt werden. Insbesondere den Einflüssen wäh-
rend der Embryonal- bzw. Fetalperiode kommt dabei eine wegweisende Bedeutung zu. Sharpe und 

Skakkebaek (1993) kamen zu der Auffassung, dass die erhöhte Inzidenz von Abnormalitäten im 
männlichen Reproduktionstrakt (Kryptorchismus, Hypospadie, verminderte Sertolizellzahl, Oligo-
zoospermie) durch die Exposition mit estrogenwirksamen Substanzen während dieser Entwick-
lungsphasen hervorgerufen wird. Hardell et al. (2003) fanden erhöhte Schadstoffkonzentrationen im 
Blut von Müttern, deren Söhne Hodenkrebs entwickelt hatten. Younglai et al. (2002) konnten nach-
weisen, dass mit steigender Konzentration von p,p´-DDE in Blut und Follikelflüssigkeit die Fertilisie-
rungsraten der Frauen bei IVF abnahmen. Exponierte man Präimplantationsembryos von Mäusen 
mit sehr niedrigen Konzentrationen von Insektiziden und Düngemitteln, steigerte sich die Apoptose-
rate; eine verlangsamte Blastozystenentwicklung und reduzierte Zellzahlen traten auf (Greenlee et 

al. 2004). Beim Menschen scheint der pränatalen Exposition mit Umweltchemikalien deshalb eine 
größere Bedeutung zuzukommen als der postnatalen, da die Schadstoffe vor Geburt schneller ak-
kumulieren und nicht linear, sondern exponentiell zur Belastung der Mutter angereichert werden. 
Vermutlich ist die Vulnerabilität in dieser Entwicklungsphase größer als nach der Geburt (Lackmann 

2002). Auch Sharpe und Irvine (2004) warnen vor einer Exposition mit EDC während der Schwan-
gerschaft wegen möglicher Schädigungen des ungeborenen Kindes. Sie plädieren eindringlich dafür, 
negative Lebensgewohnheiten, die mit einer erhöhten Belastung durch endokrin wirksame Substan-
zen einhergehen (vor allem der Gebrauch von Haushaltschemikalien im weitesten Sinne), bei beste-
hendem Kinderwunsch aufzugeben.  
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5.6.4. Die Frage der Wirkung von Stoffgemischen 
Der Mensch ist niemals nur klar definierbaren Einzelsubstanzen ausgesetzt, sondern es wirken in 
der Regel zahlreiche verschiedene endogene und exogene Einflüsse auf ihn ein. Es stellt sich daher 
die Frage, welche Wirkungen Stoffgemische zeigen können. Speziell für endokrin wirksame Umwelt-
chemikalien gibt es nur sehr wenige Untersuchungen zu dieser Thematik. In einer Arbeit von Arnold 

et al. (1996) wurden synergistische Effekte von Xenoestrogengemischen nachgewiesen; die Ergeb-
nisse mussten allerdings widerrufen werden, da sie von anderen Laboren nicht reproduziert werden 
konnten (McLachlan 1997). Als synergistisch bezeichnet man einen Effekt, der größer ist, als bei der 
wirksamsten Einzelsubstanz (Payne et al. 2001). Rajapakse et al. (2002) arbeiteten mit einer Mi-
schung aus 11 Chemikalien, deren jeweilige Konzentrationen einzeln getestet keine Effekte zeigten. 
Dieses Chemikaliengemisch wurde gemeinsam mit E2 getestet und konnte eine deutliche Steige-
rung der Hormonwirkung hervorrufen. Die Autoren gehen davon aus, dass Schadstoffgemische, die 
Einzelsubstanzen in unwirksamen Konzentrationen enthalten, die Wirkung endogener Hormone 
möglicherweise auch in vivo dramatisch beeinflussen können.  
 
 

5.7. Abschließende Betrachtungen unter Berücksichtigung der Ergebnisse  
dieser Arbeit 

Nach den Ausführungen in Abschnitt 5.6. wird deutlich, wie schwer eine Einschätzung des tatsächli-
chen Gefahrenpotentials endokriner Disruptoren ist. Alle in der vorliegenden Arbeit eingesetzten 
Testsubstanzen konnten deutliche Effekte in vitro hervorrufen. Dabei bewirkten sämtliche Chemika-
lien Proliferationssteigerungen der untersuchten Zellkulturen; PCB153 und ß-HCH außerdem Ände-
rungen der Steroidrezeptorexpression. Der getestete Konzentrationsbereich entsprach realistischen, 
in humanen Geweben nachweisbaren Akkumulationsraten (Kuntzsch 2000, Bekanntmachungen des 

Umweltbundesamtes 2003). Es muss demnach davon ausgegangen werden, dass die Ergebnisse 
tatsächlich physiologisch relevant und adverse Auswirkungen auch in vivo nicht auszuschließen 
sind. 
Dennoch sollte man die Bedeutung von in vitro gewonnenen Resultaten nicht überbewerten. Unter-
suchungen an Zellkulturen tendieren generell dazu, die Komplexität der im Gesamtorganismus ab-
laufenden Prozesse zu trivialisieren. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte auf zahlreiche Aspekte 
der Estrogenregulation, wie Synthese, Metabolisierung und Wechselwirkung mit anderen (hormonel-
len) Regulationsmechanismen nicht eingegangen werden, da das eingesetzte Kultursystem Aussa-
gen darüber nicht zulässt. John Ashby gibt zu bedenken: „Weil die Effekte einer estrogenartigen 
Verbindung in Abhängigkeit von Dosierung, Zeitdauer, Art des Gewebes, Organismus und Interakti-
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on mit anderen Hormonen und Stoffwechselabläufen variieren können, ist es möglich, dass eine 
Substanz in einem Testsystem unauffällig erscheint, während sie in einem anderen deutliche estro-
gene Effekte hervorruft.“ (aus Krimsky 2000). Es fällt auf, dass eine große Diskrepanz zwischen 
(teilweise dramatischen) Effekten in vitro und kaum zu beobachtenden Auswirkungen in vivo besteht 
(Ashby 2002). Offenbar ist der Organismus in der Lage, Störungen der Homöostase in weiten Gren-
zen abzufangen. Eine kritische Situation entsteht dann, wenn mehrere (hormonelle) Stressoren im 
Sinne eines multifaktoriellen Geschehens zu einem ungünstigen Zeitpunkt zusammenwirken, so 
dass eine bis dahin nebensächlich erscheinende Abweichung vom Normalzustand (z.B. Belastung 
durch Umweltchemikalien) auf einmal große Bedeutung gewinnt. Diese Situation besteht bei vielen 
reproduktionsmedizinisch relevanten Erkrankungen, die letztendlich in eine ungewollte Kinderlosig-
keit münden (Sharpe und Irvine 2004).  
Vor diesem Hintergrund erscheint es durchaus vorstellbar, dass die mit der vorliegenden Arbeit vor-
gestellten in vitro Effekte auch tatsächlich klinische Relevanz erlangen. So könnte beispielsweise bei 
IVF- Patienten die Belastung der Reproduktionsorgane mit PCB153 zu einer Einschränkung der 
Befruchtungs- bzw. Nidationsraten führen, bei einer Mammakarzinompatientin die Akkumulation von 
p,p´DDE einen aggressiveren Verlauf der Erkrankung bewirken oder bei Endometriose die Zahl und 
Größe der Herde durch ß-HCH beeinflusst werden.  
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6. Zusammenfassung 
 
 

Endokrin wirksame Umweltchemikalien mit estrogenem Potential, sogenannte Xenoestrogene, 
stellen eine mögliche Gefahr für die Reproduktionsfähigkeit des Menschen dar. Ihre Anreicherung ist 
selbst bei nicht exponierten Individuen in verschiedenen Geweben nachweisbar. Auch im humanen 
Endometrium werden hormonaktive Chemikalien, wie PCB 153 (ein polychloriertes Biphenyl), ß-
HCH (ein Isomer des Insektizids Lindan) und p,p´DDE (ein Metabolit des Insektizids DDT) 
akkumuliert (Kuntzsch 2000). Mit der vorliegenden Arbeit sollte geklärt werden, ob relevante 
Konzentrationen dieser Umweltchemikalien in der Lage sind, im Endometrium als Zielgewebe für 
Steroidhormonwirkungen Veränderungen im Sinne estrogener Effekte hervorzurufen.  
Als Modellsystem zur Untersuchung der Xenoestrogene in vitro kamen Primärkulturen humaner 
Endometriumepithel- (EEC) und Stromazellen (ESC) zum Einsatz, die ER positive MCF-7 
Mammakarzinomzelllinie wurde als Kontrolle mitgeführt. Es erfolgte zunächst eine 
immuncytochemische Charakterisierung der Kulturen mittels spezifischer Antikörper, sowie eine 

Darstellung des Expressionsmusters der Steroidrezeptoren ERα, ERß, PR und des 

Schadstoffrezeptors AHR. Die eigentlichen Expositionsuntersuchungen wurden mit den Chemikalien 
p,p´DDE, PCB153 und ß-HCH in verschiedenen Konzentrationen durchgeführt. Die Inkubationszeit 
betrug 72h, als Positivkontrolle wurde das natürliche Estrogen E2 eingesetzt. Als Nachweismethode 
für estrogene Effekte diente zum einen der von Soto et al. (1995) für den Einsatz an MCF-7 Zellen 
entwickelte ESCREEN Assay, der die Proliferationsrate kultivierter Zellen bestimmt, zum anderen 
die Quantifizierung der Expressionsänderungen immuncytochemisch markierter Steroidrezeptoren 
nach Schadstoffexposition mittels HSCORE Bestimmung (McCarty et al. 1985). Beide Methoden 
wurden für die Durchführung an Primärkulturen adaptiert.  
Sowohl endometriale Epithelzellen, für die bereits ein reproduziertes Kultivierungsprotokoll vorlag 
(Köller 2002), als auch Stromazellen ließen sich erfolgreich kultivieren. Zur Differenzierung beider 
Zellpopulationen wurden Antikörper gegen Cytokeratin, Vimentin und Desmin eingesetzt. Die EEC 
exprimieren Cytokeratin und Vimentin, die ESC hingegen nur Vimentin. Bei allen Primärzellkulturen 

ließ sich eine Expression von ERα, ERß, PR und des AHR immuncytochemisch nachweisen. Nach 

72h Inkubation mit den Testsubstanzen war im gewählten Konzentrationsbereich generell eine 
Proliferationssteigerung nachweisbar. Bei den epithelialen Zellen (EEC und MCF-7) zeigten sich die 
proliferativen Effekte stärker ausgeprägt, als bei den Stromazellen, wobei das E2 den stärksten PE 
induzierte. Der RPE der drei Umweltchemikalien bewegte sich bei den epithelialen Zellen um 50%. 
Die ESC ließen nur geringe proliferative Effekte nach E2 Gaben erkennen (PE[E2max]=107%), aber 
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höhere Wachstumsraten nach Inkubation mit den Xenoestrogenen. Die Steroidrezeptoren ERα, 

ERß und PR wurden bei den EEC nach Inkubation mit E2 verstärkt exprimiert, ebenso nach 
Exposition mit PCB153. Nach Einwirkung von ß-HCH war die Rezeptorinduktion etwas schwächer 
und nach Inkubation mit p,p´DDE kaum nachweisbar. Bei den Stromazellen ließ sich nur der PR 
induzieren. Diese Induktion war wiederum für E2 und PCB153 am stärksten ausgeprägt, etwas 
schwächer nach Exposition mit ß-HCH und nicht belegbar für p,p´DDE. Änderungen des 
Expressionsmusters des AHR konnten aufgrund seiner starken zytoplasmatischen und nukleären 
Expression nicht quantifiziert werden. 
Die Ergebnisse zeigen, dass primär kultivierte Endometriumzellen generell in der Lage sind, 
spezifisch auf Estrogengaben zu reagieren. Betrachtet man die Effekte der drei Testagenzien, so 
glichen die Reaktionen der kultivierten Zellen auf Exposition mit PCB153 sehr dem E2-Einfluss. Es 
erscheint möglich, dass diese Verbindung in der Lage ist, direkt als Agonist am ER zu wirken. Auch 
ß-HCH zeigte estrogene Effekte. Die Proliferationssteigerungen waren deutlich, die 
Steroidrezeptorinduktionen allerdings schwächer ausgeprägt als bei der Positivkontrolle. Unter 
Berücksichtigung der aus der Literatur bekannten Eigenschaften, wird für das Lindanisomer eher ein 
indirekter, ligandenunabhängiger Mechanismus in der ER Wirkungskaskade diskutiert. Das als 
antiandrogen wirksam bekannte p,p´DDE zeigte bei den EEC die stärksten proliferativen Effekte. Die 
Steroidrezeptorexpression erfuhr indes bei keiner der Zellkulturen eine deutliche Veränderung. Die 
beobachteten Proliferationssteigerungen sind somit wahrscheinlich nicht direkt ER-vermittelt. 
Möglicherweise spielt die ERE-unabhängige Aktivierung anderer Transkriptionsfaktoren eine Rolle. 
Mit der vorliegenden Arbeit wurde eine bereits etablierte Nachweismethode für estrogene Effekte 
(ESCREEN Assay) mit der Quantifizierung immuncytochemisch markierter Zellen verbunden, die in 
dieser Form bisher selten zur Anwendung kam. Erst durch den Einsatz beider Methoden wurde eine 
Aussage zur estrogenen Potenz der Testchemikalien überhaupt ermöglicht. 
Alle in den Expositionsversuchen eingesetzten Testsubstanzen riefen estrogene Effekte in 
Konzentrationen hervor, die in dieser Größenordnung tatsächlich auch im Endometrium nachweisbar 
sind. Eine Beeinflussung des Gewebes durch diese Umweltchemikalien in vivo wäre unter diesem 
Aspekt möglich. Da der Organismus aber in der Lage ist, selbst weitreichenden Störungen der 
hormonellen Homöostase zu begegnen, erscheint eine ernsthafte Gefahr für die 
Fortpflanzungsfähigkeit des Menschen unwahrscheinlich. Treffen aber mehrere adverse Einflüsse 
(Prädisposition, Umweltfaktoren, Begleiterkrankungen u.ä.) zusammen, was speziell bei 
Kinderwunschpatienten häufig der Fall ist, können negative Einflüsse auf die Befruchtungsvorgänge, 
das Nidationsmilieu oder die Entwicklung des Embryos durch die akkumulierten Umweltchemikalien 
nicht ausgeschlossen werden.  
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8. Thesen  
 

1. Im Endometrium nichtexponierter Frauen ist die Anreicherung von Xenoestrogenen, einer 
Gruppe von Umweltchemikalien mit hormonartiger Wirkung, nachweisbar. Am stärksten 
werden die polychlorierten Kohlenwasserstoffe p,p´DDE, ß-HCH und PCB153 akkumuliert. 
Erste Expositionsversuche mit diesen Substanzen in vitro belegten proliferative Effekte auf 
primär kultivierte Endometriumepithelzellen.  

 
2. Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung typischer estrogener Effekte der genannten 

Substanzen auf primär kultivierte Endometriumepithel- (EEC) und Stromazellen (ESC). Als 
Nachweisverfahren wurden der ESCREEN Assay und immuncytochemische Unter-
suchungen des Steroidrezeptorstatus einschließlich einer Quantifizierung der Expressions-
änderungen nach Exposition gewählt.  

 
3. Alle Zellkulturen wurden 72 Stunden mit den Testsubstanzen p,p´DDE, ß-HCH und PCB153 

in relevanten Konzentrationen inkubiert. Das natürliche Estrogen 17ß-Estradiol (E2) kam als 
Positivkontrolle für estrogene Effekte zum Einsatz. Als Vergleichskultur für den ESCREEN 
Assay diente die Estrogenrezeptor (ER)- positive Mammakarzinomzelllinie MCF-7. 

 
4. Der ESCREEN Assay zeigte nach Inkubation der Zellkulturen mit E2 eine deutliche 

Proliferationssteigerung bei den MCF-7 Zellen, eine etwas schwächere bei den EEC und 
kaum Veränderungen des Wachstumsverhaltens der Stromazellen.  

 
5. Der proliferative Effekt (PE) der Testsubstanzen war bei den EEC und MCF-7 Zellen 

gegenüber der Positivkontrolle schwächer ausgeprägt. PCB153 und ß-HCH zeigten PE- 
Werte um 120%, p,p´DDE um 130%. Das Wachstumsverhalten der Stromazellen änderte 
sich insgesamt nur geringfügig. Die proliferativen Effekte der Testsubstanzen lagen bei den 
ESC unter 120%, damit aber höher, als nach Inkubation mit dem in der Positivkontrolle 
eingesetzten E2. 

 

6. Die Estrogenrezeptoren ERα und ERß, der Progesteronrezeptor (PR) und auch der 

Arylhydrocarbonrezeptor (AHR) waren in den Zellkulturen immuncytochemisch nachweisbar. 
Die MCF-7 Zellen zeigten für alle Rezeptortypen ein stark positives Expressionsmuster, die 
EEC eine moderate und die ESC eine eher schwache Anfärbung.  



                                                                                                                                                                                   Thesen 

80 

7. Durch Inkubation mit E2 wurden bei den Endometriumepithelzellen alle Steroidrezeptoren 
verstärkt exprimiert, bei den ESC war nur eine Induktion des Progesteronrezeptors zu 
verzeichnen. Das Expressionsmuster des PR zeigte die größte Variabilität aller untersuchten 
Rezeptoren: in Abwesenheit von Estrogenen wurde er nur vereinzelt exprimiert, nach 
Substitution mit E2 hingegen stark induziert. 

 
8. Nach Exposition mit PCB153 stellte sich bei beiden Primärkulturen ein ähnliches 

Expressionsmuster wie nach E2- Zugabe dar: Induktion aller Steroidrezeptoren bei den 
EEC, alleinige Expressionssteigerung des PR bei den Stromazellen. Nach Einwirkung von 
ß-HCH zeigte sich eine ähnliche, aber schwächer ausgeprägtes Rezeptorinduktion. Die 
Inkubation mit p,p´DDE ließ kaum einen Effekt auf die Rezeptorexpression erkennen.  

 
9. Methodisch erscheint der ESCREEN Assay eher für die Anwendung an der MCF-7 Zelllinie 

geeignet, wohingegen an den Primärzellkulturen bevorzugt die Rezeptorquantifizierung 
durchgeführt werden sollte. 

 
10. Die durch Exposition mit PCB153 an kultivierten Zellen hervorgerufenen Effekte kamen 

denen der Positivkontrolle nahe. Auf Grund der festgestellten Analogien erscheint es 
möglich, dass diese Substanz als Agonist im Estrogenrezeptor gesteuerten Regelkreis wirkt.  

 
11. Auch ß-HCH zeigte estrogene Effekte. Die Proliferationssteigerungen waren deutlich, die 

Steroidrezeptorinduktion schwach ausgeprägt. Für diese Substanz wird ein indirekter, 
ligandenunabhängiger Einfluss auf die estrogenvermittelte Wirkungskaskade diskutiert.  

 
12. Das als antiandrogen wirksam bekannte p,p´DDE zeigte die stärksten proliferativen Effekte 

bei den EEC. Die Steroidrezeptorexpression wurde kaum beeinflusst. Somit sind die 
induzierten Proliferationssteigerungen wahrscheinlich nicht ER- vermittelt. Möglicherweise 
spielt die Aktivierung anderer Transkriptionsfaktoren eine Rolle.  

 
13. Alle in den Expositionsversuchen eingesetzten Testsubstanzen riefen estrogene Effekte in 

Konzentrationen hervor, die in dieser Größenordnung tatsächlich auch im Endometrium 
nachweisbar sind. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass eine Beeinflussung 
dieses Gewebes auch in vivo möglich ist. 
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