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EINFÜHRUNG

Tumorzellen unterscheiden sich von
normalen Körperzellen hauptsäch-
lich dadurch, dass sie sich der nor-
malen Wachstumsregulation entzo-
gen haben. Unter den verschiede-
nen Phasen des Zellzyklus unter-
scheidet sich bei Tumoren vor allem
die Länge der G1-Phase (Wachstums-
phase). Die Dauer der S-Phase (DNA-
Synthesephase), G2- (2. Wachstums-
phase) und M-Phase (Mitosephase)
ist vergleichsweise konstant. Ein
normaler Zellzyklus dauert 12 bis
24 Stunden, dagegen kann die Zelle
in der G0-Phase tage-, monate- oder
sogar jahrelang verweilen. In In-
vitro-Studien hat man feststellen
können, dass Estrogene Zellen aus
dieser Ruhephase in die frühe G1-
Phase stimulieren. Dabei wird die
Expression von Cyclin D1 erhöht,
welches wiederum andere cyclin-
abhängige Kinasen aktiviert (Abbil-
dung 1). Bei dem als Restriktions-
punkt bezeichneten Kontrollpunkt
(Checkpoint) entscheidet sich, ob
die Zelle weiter in die S-Phase über-
geht oder nicht. Die kontinuierliche
Inkubation von verschiedenen hor-
monähnlichen Substanzen kann die
Expression von Cyclin D1 blockie-
ren und damit die Zelle in ihrer
Zellzyklusprogression blockieren
und Apoptose induzieren.

Auch In-vivo-Studien haben gezeigt,
dass Estrogene in einer isolierten

Gabe eine Zellhyperplasie, also eine
Zellproliferation, induzieren, Gesta-
gene dagegen apoptotisch wirken,
d. h. den programmierten Zelltod
günstig beeinflussen. Tamoxifen,
welches zur Behandlung von hor-
monabhängigen Mammakarzinomen
eingesetzt wird, hemmt das Zell-
wachstum und induziert die Apo-
ptose [1, 2]. Das Gleichgewicht zwi-
schen Apoptose und Zellproliferation
bestimmt also letztendlich die Rate
des Tumorwachstums, und jede Ver-
änderung eines dieser beiden Fakto-
ren kann ein Schlüsselelement für
die unkontrollierte Ausbreitung von
malignen Tumoren sein.

MATERIAL UND METHODEN

Menschliche Mammakarzinomzellen
(ER-positive MCF-7-Zellen und die
ER-negative humane Brustkrebszell-
linie MDA MB 231) wurden in vitro
mit Estradiol (E2), Dihydrodydroge-
steron (DHD), dem Hauptmetabo-
liten des Gestagens Dydrogesteron,
Tamoxifen (Tam) und Cyclophos-
phamid (Cyclo)  für 4, 24, 48 und
144 Stunden in Konzentrationen von
10–6 M inkubiert.

Apoptose wurde in doppelter Aus-
führung mit Hilfe des DNA-Frag-
mentationsassays ermittelt [3]. Die
Aktivierung von Endonukleasen führt
zu einem Aufbrechen der DNA. Die-
se doppelsträngigen DNA-Stränge

werden mit Hilfe
von Propidiumiodid
markiert und durch
Fluoreszenzmessung
quantitativ bestimmt.
Eine Verminderung
der Fluoreszenz
entsteht durch das
Austreten von DNA-
Fragmenten aus
nicht mehr intakten
Zellkernen. Die
Proliferation wurde
ebenfalls in doppel-
ter Ausführung

durch Messung der Expression von
Cyclin D1 mittels quantitativer RT-
PCR-Technik bestimmt. Cyclin D1
gilt als Marker für die Zellprolifera-
tion. Cyclin D1 kontrolliert die Pro-
gression des Zellzyklus durch Akti-
vierung cyclinabhängiger Kinasen.
Bei mehr als 50 % der menschlichen
Brustkrebszellen findet sich eine
Überexpression von Cyclin D1 [4].

RESULTATE

Die Proliferationsrate war bei ER-
positiven Mammakarzinomzellen im
Vergleich zu Kontrollen 48 Stunden
nach Inkubation mit der Kombinati-
on E2+DHD+Tam am höchsten und
144 Stunden nach Inkubation mit
Tam am niedrigsten. Bei ER-negati-
ven Mammakarzinomzellen fand
sich die höchste Rate nach 144 Stun-
den Inkubation mit E2+DHD+Tam
und die niedrigste Rate nach 24
Stunden Inkubation mit E2+DHD.
Der Apoptosequotient (Apoptose/
Proliferation) bei ER-positiven Mam-
makarzinomzellen war bei Inkuba-
tion mit Cyclo für 48 Stunden am
höchsten und nach 24 Stunden Inku-
bation mit E2+DHD dagegen am
niedrigsten. Auch bei ER-negativen
Mammakarzinomzellen war der
höchste Quotient nach 48stündiger
Inkubation mit Cyclo und der nied-
rigste Quotient nach 48stündiger
Inkubation mit Tam und E2+DHD+
Tam und nach 144stündiger Inkuba-
tion mit der Kombination E2+DHD
zu beobachten.

Abbildung 2 zeigt das Verhältnis
zwischen Apoptose und Zellproli-
feration im Vergleich zur Kontrolle.
Die gepunktete Linie zeigt ein Ver-
hältnis von 1. Ein Verhältnis > 1 ist
mit einer Tumorregression gleichzu-
setzen. Die grösste Tumorregression
wurde sowohl bei ER-positiven als
auch bei ER-negativen Mamma-
karzinomzellen nach 144 Stunden
Inkubation mit Tam beobachtet.
Cyclo, E2+DHD und die Kombina-

H. R. Franke, I. Vermes

HORMONELLE UND NICHTHORMONELLE
INDUKTION DER APOPTOSE BEI
MENSCHLICHEN MAMMAKARZINOM-
ZELLEN IN VITRO

Abbildung 1:  Zellzykluskontrolle
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tion aus E2+DHD+Tam zeigten bei
ER-positiven Mammakarzinomzellen
nach 144 Stunden eine ähnlich stark
ausgeprägte Tumorregression.

In Abbildung 3 ist der Quotient
aus Apoptose und Proliferation für
E2+DHD und Tam bei ER-positiven
MCF-7-Zellen nach 21 Tagen darge-
stellt. E2+DHD induzieren weiterhin
die Apoptose, und Tam ist dabei der
stärkste Induktor der Apoptose.

SCHLUSSFOLGERUNG

Das Gleichgewicht zwischen Zell-
proliferation und Apoptose ist ent-
scheidend dafür, ob ein Tumor
wächst oder sich zurückentwickelt.
Tam führt, wie erwartet, am stärk-
sten zu einer Tumorregression in ER-
positiven wie auch in ER-negativen
Mammakarzinomen. Dasselbe gilt
für die Kombination von E2+DHD
wie auch für E2+DHD+Tam. Aller-
dings führt die Anwendung von Tam
bei 40 % aller Patientinnen zu star-
ken Hitzewallungen. Bei den Resul-
taten in vitro war eine Parallelität zu
den Erkenntnissen epidemiologi-
scher Studien am Menschen zu er-
kennen, nach denen bei früheren
ER-positiven Brustkrebspatientin-
nen, die wegen klimakterischer Be-
schwerden mit einer Hormonsub-
stitution behandelt werden, ein ge-
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ringeres Rezidivrisiko besteht [5].
Wir sind der Meinung, dass mit Tam
behandelte Patientinnen mit einem
ER-positiven Mammakarzinom
gleichzeitig mit der Kombination
E2+DHD beginnen können, um die
Nebenwirkungen von Tam, ohne
Beeinträchtigung von dessen Wirk-
samkeit, zu mildern.
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Abbildung 2: Apoptose/Proliferation versus Kontrollen
nach 144 Stunden

Abbildung 3: Apoptose/Proliferation versus Kontrollen bei
MCF-7-Zellen
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