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Abstract 

Based on a hypothesis of Bingelli and Weinstein [32], that the transmembrane potential of 

different cells varies depending on the function of their stating proliferation, we analyzed the 

contrary effect and proved that the proliferation of cells is influenced by electric fields. So it 

should be ascertained whether long-term effects in human tumour cells can be achieved in 

this way and if therapeutically useful results are possible. 

To explore whether and how electric fields effect the cellular metabolism, proliferation and 

morphology of tumour cells, we electrically stimulated human breast cancer cells (MCF-7) 

with low-frequency rectangular waving pulses at a frequency of 100Hz and harmonic field 

pulses of 100Hz and 150kHz. The analysis of the division of the MCF-7 cells, which were 

exposed to the low-frequency pulsed electrical fields, revealed that their proliferation was 

reduced by 20% in comparison to untreated cells. The metabolism measurements of the 

tumour cells, which were electrically stimulated with harmonic field pulses, showed an 

inhibitory effect on the cell metabolism (oxygen consumption) of the treated groups. In order 

to prevent electrochemically induced side effects within the direct stimulation, we also 

studied how the cells behave within the direct electrical stimulation compared to the 

stimulation with capacitive coupled electric fields. Using the finite element simulation, it could 

be estimated which field intensities occur in the cellular level. Furthermore it could be proved 

that the cell quantity reduction within the direct stimulation was not caused by cytotoxic 

effects or corrosive effects. 

Moreover during the cell membrane potential measurements, the hyperpolarization of one 

half of a cells and the simultaneous depolarization of the other half could be ascertained. The 

potential fluctuation of the membrane (hyperpolarization/depolarization) seems to have a 

great influence on the proliferation of tumour cells. Therefore it can be suggested that the 

relation between the potential membrane variation, which was caused by the externally 

applied electrical field, and the cellular division activity, really exists. A connection between 

the ion channels, possible membrane variation evoked by these channels and an eventual 

tumour proliferation detention, is not determined yet. 

It was also confirmed that acidosis in the extracellular range leads, on the one hand, to the 

inhibition of the proliferation and, on the other one, to membrane depolarization. This is 

probably caused by the intracellular pH-regulating mechanisms. 

Further, the usage of Na+/H+ exchange carrier blocker (amiloride) was examined. It causes a 

slight membrane hyperpolarization within the increasing extracellular acidosis. The resulting 

proliferation inhibition is more determined than in the control group (untreated cells). 

Consequently it can be suggested that the connection between extracellular acidosis, 

membrane depolarization and the inhibition of proliferation really exists. However, the 

hypothesis of Binggeli and Weinstein [32] affirms the entity of correlation between the 

membrane hyperpolarization and the inhibition of proliferation. But this antithesis does not 

give us the sufficient understanding of the action mechanism between the membrane 

depolarization/hyperpolarization and the proliferation within the extracellular acidosis. 

Presumptively there are some mechanisms in vivo that cannot be acquired with the 

investigation of in vitro cell cultures. 



IV________________________________________________________________________ 
 

  



________________________________________________________________________________V 
 

Zusammenfassung 

Basierend auf einer Beobachtung von Binggeli und Weinstein [32], dass sich das 

Transmembranpotential verschiedener Zellen in Abhängigkeit ihrer Proliferation verändert, 

wurde im Rahmen dieser Arbeit der umgekehrte Effekt - die Proliferation von Zellen unter 

dem Einfluss von elektrischen Feldern - untersucht. Damit sollte geklärt werden, ob auf diese 

Weise langfristige Effekte an humanen Tumorzellen erzielt werden können und, ob sich 

daraus therapeutische Möglichkeiten ergeben.  

Um zu untersuchen, ob und wie elektrische Felder den Metabolismus, das Teilungsverhalten 

und die Zellmorphologie von Tumorzellen beeinflussen, wurden humane 

Mammakarzinomzellen (MCF-7 Zellen) mit niederfrequenten gepulsten elektrischen Feldern 

mit einer Frequenz von 100Hz und sinusförmigen elektrischen Feldern mit einer Frequenz 

von 100Hz bzw. 150kHz befeldet. Die Untersuchung des Teilungsverhaltens der MCF-7 

Zellen, welche einem niederfrequenten gepulsten elektrischen Feld ausgesetzt waren, zeigte 

eine um 20% reduzierte Proliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Die Messung 

des Zellmetabolismus von mit sinusförmigen elektrischen Feldern stimulierten Tumorzellen 

zeigte einen inhibitorischen Effekt auf den Zellmetabolismus (Sauerstoffverbrauch) der 

behandelten Gruppen. Um elektrochemisch bedingte Nebeneffekte bei der direkten 

Stimulation zu vermeiden, wurde zudem analysiert, wie sich die Zellen bei einer direkten 

elektrischen Stimulation im Vergleich zu einer Stimulation mit einem kapazitiv 

eingekoppelten elektrischen Feld verhalten. Mit Hilfe der Finite Elemente Simulation konnte 

abgeschätzt werden, welche Feldstärken auf der Zellebene entstehen können. Weiterhin 

konnte gezeigt werden, dass die Zellzahlreduktion bei der direkten Stimulation nicht durch 

zytotoxische oder elektro-korrosive Effekte verursacht wurde. 

Weiterhin konnte anhand der durchgeführten Zellmembranpotential-Messungen die 

Hyperpolarisation der einen und die gleichzeitige Depolarisation der anderen Zellhälfte unter 

dem Einfluss eines elektrischen Feldes nachgewiesen werden. Die Membranpotential-

Fluktation (Hyperpolarisation/Depolarisation) scheint einen wichtigen Einfluss auf die 

Proliferation von Tumorzellen zu haben. Dies lässt vermuten, dass ein Zusammenhang 

zwischen einer ï durch ein extern appliziertes elektrisches Feld verursachten ï 

Membranpotentialänderung und der zellulären Teilungsaktivität besteht. Der Zusammenhang 

zwischen den Ionenkanälen und der dadurch induzierten Membranpotentialänderung und 

einer potenziellen Tumorproliferationshemmung ist noch nicht verstanden. 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Azidose im extrazellulären Bereich einerseits zu einer 

Proliferationshemmung und andererseits zu einer Membrandepolarisation führt. Dies wird 

vermutlich durch die intrazellulären pH-Regulationsmechanismen verursacht. Weiterhin 

verursacht die Verwendung eines Na+/H+-Austausch-Karrierblockers (Amilorid) eine leichte 

Membranhyperpolarisation bei steigender extrazellulärer Azidose. Die Proliferationshem-

mung ist stärker ausgeprägt als bei unbehandelten Zellen. Dies lässt einen Zusammenhang 

zwischen extrazellulärer Azidose, Membrandepolarisation und Proliferationshemmung 

vermuten. Die Hypothese von Binggeli und Weinstein [32] besagt jedoch eine Korrelation 

zwischen Membranhyperpolarisation und Proliferationshemmung. Dieser Gegensatz zeigt 

unser nicht ausreichendes Verständnis der Wirkungsmechanismen zwischen der 

Membrandepolarisation/Membranhyperpolarisation und der Proliferation unter extrazellulärer 

Azidose. Es ist zu vermuten, dass es in vivo Mechanismen gibt, welche durch 

Untersuchungen an isolierten Zellen in vitro nicht ausreichend erfasst werden können.
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1 AUSGANGSPUNKT UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT 

1.1 Motivation 

Laut den Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind Tumore (13%) nach den 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen (29%) und parasitären Infektionskrankheiten (19%) die 

dritthäufigste Todesursache weltweit [200, 210, 211]. Allein im Jahr 2010 kam es in 

Deutschland zu 477.300 Krebsneuerkrankungen. Das sind etwa 7500 Patienten mehr als im 

Jahr 2008 [11]. Viele Tumore weisen einen epithelialen Ursprung auf. Die häufigsten, von 

Krebs verursachten Todesfälle bei Männern sind mit Lungenkrebs verbunden. Bei Frauen 

steht Brustkrebs auf Platz eins. Das Mammakarzinom macht deutlich mehr als 25% aller 

Krebsfälle aus. Die Sterberaten bei Krebs sind in Abhängigkeit des Region, des Alters und 

der Risikofaktoren signifikant verteilt [210]. 

Die gängige Behandlungsmethode für Tumore ist eine Kombination aus operativer 

Entfernung, Bestrahlung und Chemotherapie. Diese Behandlungsmethoden können jedoch 

eine große Anzahl an schwerwiegenden Nebenwirkungen verursachen. Die Vermeidung 

solcher Nebenwirkungen erfordert neue therapeutische Ansätze in der Tumortherapie. Einen 

solchen neuen Ansatz in der Tumortherapie verspricht die gezielte Beeinflussung von Zellen 

durch elektrische Felder. Die elektrische Stimulation wird seit langem bei verschiedenen 

Indikationen wie z.B. Wundheilung, Knochenheilung, Hirnstimulation, der Behandlung 

motorischer Störungen und Minderung chronischer Schmerzen klinisch eingesetzt. 

Zusätzlich verwendet man elektrische Felder in der Zellbiologie, um zelluläre Prozesse 

genauer zu untersuchen. Unter bestimmten Bedingungen sind diese Prozesse irreversibel 

und ein Einsatz in verschiedenen Gebieten der Medizin, vorrangig in der Onkologie, ist 

denkbar.  

Daneben kann durch die Kombination der Chemotherapie mit elektrischen Feldern die 

Behandlungseffektivität durch synergetische Effekte gesteigert werden. Weiterhin könnte die 

Kombination der beiden Therapien die Verminderung der eingereicherten Dosis erlauben. So 

zeigten preklinische Studien den antimitotischen Effekt von sogenannten Tumor Treating 

Fields (TT-Felder), die Intensitäts- und Frequenz-abhängig sind und einen zusätzlichen oder 

synergetischen Effekt in der Kombination mit Chemotherapie aufweisen [61, 119, 191].  

Außerdem ist bekannt, dass die Fähigkeit bösartiger Tumore, Metastasen zu bilden, die 

häufigste Todesursache ist. Viel seltener sterben erkrankte Menschen direkt an den 

Primärtumoren. Solche TT-Felder zeigen auch eine inhibitorische Wirkung auf Metastasen 

im Tiermodel [61]. 

Aus diesem Grund sind genauere Kenntnisse über den Einfluss der elektrischen Felder auf 

die Zellen erforderlich, um neue potenzielle tumortherapeutische Targets zu finden. Durch 

die elektrischen Felder können solche Prozesse wie z.B. Zellmigration, Zelldifferenzierung, 

Proliferation, Zellwachstum usw. beeinflusst bzw. beeinträchtigt werden.  

Ein extern appliziertes elektrisches Feld kann sowohl den Ionendurchfluss durch die 

Membran als auch das Transmembranpotential beeinflussen. Verschiedene Arbeiten haben 

gezeigt, dass nicht nur die Aktionspotentiale von neuronalen Zellen eine funktionale 

Bedeutung aufweisen, sondern auch Transmembranpotentiale epithelialer Zellen mit 

funktionalen Zuständen korrelieren können [32, 116, 167, 179, 215]. Das 

Transmembranpotential ist ein grundlegendes biophysikalisches Signal in nicht-erregbaren 

Zellen, deren Modulation für solche Zellaktivitäten wie z.B. Proliferation von Bedeutung ist 

[236].  



2  Ausgangspunkt und Zielsetzung der Arbeit 

Ist eine Zelle einem elektrischen Feld ausgesetzt, führt das zu einer 

Membranpotentialänderung an der Zellmembran. Das Transmembranpotential ist von vielen 

Faktoren, wie z.B. von der Protonen- und Ionenzusammensetzung im intra- und 

extrazellulären Raum und deren Transport durch die Zellmembran, abhängig [193, 194, 196, 

197]. Das alles kann zu Konformationszustandsänderungen an den Membranproteinen 

führen. Unter deren Einfluss ändern sich auch die Membranoberflächenladung, die 

Ionenverteilung an der Membran und die Ionenleitfähigkeit [130, 135, 192, 220]. Diese 

können zu vielfältigen Effekten auf die Signaltransduktion und den zellulären Metabolismus 

führen. Unter anderem kann dadurch Einfluss auf die Zellproliferation genommen werden. 

Diese kann man sowohl durch ein elektrisches Feld als auch durch den Einsatz von 

Kanalblockern beeinflussen.  

Basierend auf verschiedenen Studien zeigten Binggeli und Weinstein, dass sich das 

Transmembranpotential verschiedener Zellen in Abhängigkeit von ihrer Proliferations-

Tendenz verändert [32]. So weisen teilungsfähige Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale 

Zellen, Transmembranpotentiale auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen. 

Die nicht teilungsfähigen Zellen, wie Muskel- und Nervenzellen, weisen 

Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV liegen [32]. In Abbildung 1-1 

sind die Unterschiede der Transmembranpotentiale der Zellen dargestellt.  

 

 

Abbildung 1-1: Transmembranpotentiale verschiedener Zellen und zellularer Zustände. Das 

Transmembranpotential verschiedener Zellen verändert sich in Abhängigkeit von ihrer Proliferation. 

Die teilungsfähigen Zellen, wie Tumorzellen oder embryonale Zellen, weisen Transmembranpotentiale 

auf, die oberhalb eines Grenzwertes von ca. -37mV liegen. Die nicht teilungsfähigen Zellen, wie 

Muskel- und Nervenzellen, weisen Transmembranpotentiale auf, die zwischen -70mV und -90mV 

liegen. Erstellt nach einer Vorlage aus [80], basierend auf den Daten von [32]. 
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Bislang gibt es für dieses Phänomen keine überzeugende Erklärung. Laut verschiedener 

Autoren können elektrische Effekte an Zellmembranen großen Einfluss auf die Proliferation 

haben [26, 76, 77, 82, 221]. Der Einfluss und die Aktivität von Ionenkanälen auf die 

Proliferation und das daraus folgende neoplastische Wachstum werden zunehmend 

diskutiert [71, 82, 130, 135]. Verschiedene metabolische Prozesse in der Zelle verursachen 

diverse Protonen- und Ionenbewegungen. Diese resultieren aus elektrischen Strömen und 

Feldern an und in einer Zelle [80]. Die zellulären Wirkungsmechanismen der elektrischen 

Felder sind sehr komplex und trotz vielzähliger Studien noch nicht komplett verstanden. 

Zusätzlich wurden in verschiedenen Literaturquellen widersprüchliche Ergebnisse erzielt [70, 

117]. Bei der elektrischen Stimulation muss man allerdings einen Kompromiss zwischen dem 

erzielten Erfolg und unerwünschten Nebenwirkungen finden [89]. 

Die Erforschung eines Zusammenhangs zwischen den Änderungen des Membranpotentials, 

welche durch extern angelegte elektrische Felder verursacht werden und einer 

Proliferationshemmung bei humanen Mammakarzinomzellen, ist am Heinz Nixdorf-Lehrstuhl 

für Medizinische Elektronik (HNLME) der Technischen Universität München im Rahmen des 

Projektes ĂEvoPotñ ausgef¿hrt worden. In diesem Projekt wurde eine mºgliche 

therapeutische Relevanz der Beeinflussung des Transmembranpotentials von Tumorzellen 

mittels multiparametrischer bioelektrischer Chipsysteme analysiert.  



4  Ausgangspunkt und Zielsetzung der Arbeit 

1.2 Zielsetzung der Arbeit 

Der Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit ist die Beobachtung von Binggeli und Weinstein, 

die besagt, dass sich das Transmembranpotential verschiedener Zellen in Abhängigkeit von 

ihrer Proliferation verändert. Dabei sollen durch externe elektrische Felder induzierbare 

Einflüsse des Transmembranpotentials und des Ionendurchflusses auf die Zellproliferation 

exakt betrachtet werden. Zudem sollen die zellulären Signalwege auf die das elektrische 

Feld einwirkt, genauer analysiert werden.  

Für die Erklärung einer möglichen Feldwirkung sollen verschiedene Herangehensweisen bei 

der Experimentplanung (verschiedene Befeldungsprotokolle) untersucht werden. Dafür 

werden die Zellen zum einen mit gepulsten niederfrequenten elektrischen Feldern und zum 

anderen mit sinusförmigen elektrischen Feldern im niederfrequenten und mittleren 

Frequenzbereich beaufschlagt, wobei die Wechselwirkungen zwischen diesen Feldern und 

zellulären Prozessen untersucht werden. Als Zellmodell wird eine humane Mammakarzinom-

Zelllinie (MCF-7 Zelllinie) dienen. Um die möglichen elektrochemischen Nebenwirkungen zu 

untersuchen, stimuliert man die Zellen zusätzlich mit einem kapazitiv eingekoppelten 

elektrischen Feld. In beiden Fällen (direkte bzw. kapazitive elektrische Stimulation) soll mit 

Hilfe des Simulationsprogramms COMSOL Multiphysics abgeschätzt werden, welche 

Feldstärken auf der Zellebene entstehen können. 

Die elektrische Stimulation der Zellen muss einerseits zu den gewünschten stimulierenden 

Effekten führen, andererseits müssen zytotoxische Effekte oder elektro-korrosive Effekte an 

den Stimulationselektroden vermieden werden [47, 152]. Für die gemessenen biologischen 

Effekte stehen nicht die elektrochemischen Prozesse sondern die Effekte im 

Elektrolytmedium im Vordergrund. Aus diesem Grund sollen der Ladungstransfer und die 

Stromdichten, die beim Anlegen einer Stimulationsspannung an den Elektroden entstehen, 

ermittelt werden.  

Zunächst wird eine Änderung des Transmembranpotentials als eine Antwort auf die Wirkung 

eines elektrischen Feldes untersucht. Durch ein extern appliziertes elektrisches Feld konnten 

mehrere Signalwege aktiviert werden. Folglich wird die Proliferation der Zelle als Antwort auf 

den Einfluss von elektrischen Feldern (niederfrequente monopolare Rechteckpulse mit einer 

Frequenz von 100Hz) untersucht. Damit soll geklärt werden, ob langfristige Effekte an 

humanen Tumorzellen erzielt werden können und ob sich daraus therapeutische 

Möglichkeiten ergeben. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es aufzuklären, ob sich die Proliferation, der Metabolismus 

und die Morphologie von Tumorzellen durch das Anlegen elektrischer Felder (sinusförmige 

Feldpulse mit einer Frequenz von 100Hz bzw. 150kHz) beeinflussen bzw. inhibieren lassen.  

Anhand von Literatur [244], die zeigt, dass die extrazellulären pH-Werte einen Einfluss auf 

das Membranpotential aufweisen und unter Berücksichtigung möglicher therapeutischer 

Aspekte sollen weiterhin am Beispiel der MCF-7 Zellen Effekte von verschiedenen 

extrazellulären pH-Werten auf den Metabolismus und das Transmembranpotential unter 

Verwendung von Kanalblockern wie Amilorid (Blocker des Na+/H+-Austausch-Carriers) 

untersucht werden. 
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2 EINLEITUNG 

 

2.1 Zellbiologische Grundlagen 

Eine Zelle stellt ein hoch komplexes, sich selbst erhaltendes System dar und ist die kleinste 

Einheit aller lebenden Organismen. Sie versorgt sich selbstständig mit Nährstoffen und kann 

durch Teilung für ihren Fortbestand sorgen. 

 

2.1.1 Zellaufbau 

Im Laufe der Evolution haben sich zwei Gruppen von Zellen gebildet, die sich in ihrem 

Aufbau stark unterscheiden: Prokaryonten und Eukaryonten. 

Prokaryonten sind einfach aufgebaute Zellen ohne Zellorganellen, wie z.B. Zellkern oder 

Mitochondrium. Sie besitzen einen einzigen cytoplasmatischen Bereich mit DNA, RNA und 

Proteinen. Prokaryontische Zellen sind unizelluläre Lebewesen und zwischen 1 und 10 

Mikrometer groß. 

Eukaryonten sind dagegen dazu wesentlich komplexer aufgebaut. Sie besitzen 

membranbegrenzte Strukturen (z.B. Mitochondrien oder Chloroplasten), sogenannte 

Organellen, und einen Zellkern, in dem sich das Erbgut befindet. Ihre Größe kann in 

Abhängigkeit von Zelltyp zwischen 10µm und 100µm variieren. Bis auf wenige Ausnahmen 

(z.B. Pantoffeltierchen) leben Eukaryontenzellen in einem differenzierten Zellverband, in dem 

jeder Zelltyp eine bestimmte Funktion erfüllt. Zu den Eukaryonten zählen Tiere, Pflanzen und 

mehrzellige Pilze.  

Der Aufbau einer Krebszelle ist in Abbildung 2-1 dargestellt. 
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Abbildung 2-1: Der Aufbau einer Krebszelle (Kolorektales Karzinom). Elektronenmikroskopische 

Aufnahme (TEM). Der Zellkern, die Mitochondrien, die Ribosomen und die Zellmembran sowie weitere 

Zellorganellen sind deutlich zu erkennen. Nicht nur die Zellmembran selbst, sondern auch die 

intrazellulären Membranen stellen die strukturbildenden Elemente in Zellen dar und zeigen elektrische 

Effekte. Aufnahme: B. Wolf [25]. 

Der Aufbau der Tierzelle wird im Folgenden durch die Beschreibung einzelner 

Kompartimente genauer erläutert: 

Doppellipidschicht-Zellmembran: Ort vieler biochemischer Prozesse (Lipidstoffwechsel, 

oxidative Phosphorylierung), bildet umschlossene Kompartimente, Transport spezifischer 

Metaboliten; 

Zellkern: steuert alle Lebensvorgänge innerhalb der Zelle, enthält das Genom (sowie 

Mitochondrien- und Chloroplasten-DNA), Syntheseort für DNA (Erbinformation) und RNA 

(Übertragung der Erbinformation ins Plasma), Bildung der Ribosomen, Stoffaustausch; 

Ribosomen: Synthese löslicher Proteine, integraler Membranproteine, Herstellung von 

Lipiden, Speicherort für Ca2+-Ionen. 

Endoplasmatisches Reticulum (ER): Transport der Proteine, die bei der Eiweißsynthese 

entstanden sind, Herstellung der Lipiden, Stoffaustausch zwischen Zellkern und Zytoplasma, 

Stofftransport, Speicherung, Stoffumwandlung; 

Raues ER: hält auf seiner Membran viele Ribosomen gebunden; 

Glattes ER: ER-Bereiche ohne gebundene Ribosomen; 
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Golgi-Apparat: besteht aus Golgi-Zisternen, empfängt Lipide und Proteine vom ER und 

transportiert diese weiter zu Zielorten. Kovalente Modifizierung von Molekülen; 

Mitochondrien: Erzeugung von ATP-Molekülen (ĂEnergiekraftwerkeñ der Zelle), 

Wärmeproduktion; 

Lysosomen: Abbau von funktionsuntüchtigen Makromolekülen und Partikeln mit Hilfe von 

Verdauungsenzymen; 

Endosomen: Durchlauf des durch Endozytose aufgenommenen Materials weiter zu 

Lysosomen;  

Peroxisomen: kleine vesikuläre enzymhaltige Kompartimente, in denen oxidative Reaktionen 

stattfinden; 

Cytosol: Hauptort der Proteinsynthese, des Proteinabbaus und zellulären 

Intermediärstoffwechsels; 

Cytoplasma: besteht aus Cytosol und cytoplasmatischen Organellen 

Cytoskelett: mechanischen Stabilisierung und Formgebung der Zelle. Außerdem ist es für die 

Bewegung der ganzen Zelle sowie für Transportvorgänge im Zellinneren verantwortlich. Es 

ist aus mehreren Filamenten aufgebaut: Aktinfilamente (6-8nm), Intermediärfilamente (10nm) 

und Mikrotubli (25nm). 

 

2.1.2 Zellzyklus 

Durch die Proliferation entstehen zwei genetisch identische Tochterzellen. Diese 

Vermehrung geschieht meistens durch die mitotische Zellteilung. 

Der eukaryotischen Zellzyklus kann in vier Phasen eingeteilt werden; G1-, S-, G2- und M-

Phase. G1-, S- und G2-Phase werden als Interphase bezeichnet.  

Während der S-Phase werden die Chromosomen verdoppelt. Das ist eine wichtige 

Voraussetzung für die Zellteilung. Auf die S-Phase folgt die M-Phase, in der zwei 

wesentliche Vorgänge, wie die Teilung des Zellkerns (Mitose) und die Teilung des 

Cytoplasmas (Cytokinese), erfolgen. Nach der S-Phase sind zwei neue genetisch identische 

Zellen entstanden. Zwischen S-Phase und M-Phase liegen G-Phasen (Gap-Phasen): Die 

G1-Phase zwischen M-Phase und S-Phase und die G2-Phase zwischen S-Phase und M-

Phase. In beiden Zwischenphasen vergleicht die Zelle interne und externe Parameter, um 

sicher zu gehen, dass der Übergang in die nächste Phase möglich ist. Zusätzlich haben die 

G-Phasen die Funktion eines Verzögerungselements, was wiederum das Zellwachstum 

ermöglicht. Zum Schluss der G1-Phase entscheidet sich die Zelle, in den Zellzyklus 

einzutreten und die Chromosomen zu verdoppeln. Zum Schluss der G2-Phase wird 

überprüft, ob die Zelle bereit ist, in die M-Phase über zu gehen, wodurch eine vollständige 

DNA-Duplikation sichergestellt wird. 

Bei einem 24-h-Zellzyklus einer tierischen Zelle würde die Interphase ca. 23h betragen und 

die M-Phase nur 1h. Das Zellwachstum geschieht in der Interphase. In der Mitose findet die 

Zellteilung statt [20].  

Im Falle von ungünstigen Umweltbedingungen ist es möglich, dass die Zellen in der G1-

Phase anhalten und sogar in eine G0-Phase (Ruhezustand) übergehen. In diesem Zustand 

können sie von Tagen bis zu Jahren verharren. Viele Zellen, wie z. B. Nervenzellen, 

befinden sich über die ganze Lebenszeit des Organismus in der G0-Phase.  
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2.1.3 Zellmetabolismus 

Die Zellen sind von der Zufuhr von Energie abhängig. Diese Energie benötigt man zum 

Überleben. Sie wird aus Nahrungsmolekülen gewonnen. Die Energiegewinnung untergliedert 

sich in die folgenden Schritte: die enzymatische Verdauung, die Glykolyse im Cytosol, den 

Zitronensäurezyklus in den Mitochondrien und die oxidative Phosphorylierung an der 

Innenmembran der Mitochondrien. Wir betrachten zuerst den Zellmetabolismus einer 

normalen Zelle. 

 

Enzymatische Verdauung 

Im ersten Schritt, der sogenannten enzymatische Verdauung, werden die großen Polymere 

im Darmtrakt in ihre Monomere abgebaut. So werden Proteine zu Aminosäuren, Lipide zu 

Fettsäuren und Glyzerin und Polysaccharide zu Zucker abgebaut. Nach dem Abbau werden 

die Moleküle durch das Blut zu den Zellen transportiert, genauer gesagt in deren Cytosol, wo 

die Oxidation beginnt. 

 

Glykolyse 

Bei der Verwertung von Zuckern ist der nächste Schritt der Energiegewinnung die Glykolyse. 

Dabei wird ein Glukosemolekül mit C6-Körper in zwei Pyruvat Moleküle mit jeweils drei 

Kohlenstoffatomen umgewandelt. Durch die Glykolyse werden zwei Moleküle 

Adenosintriphosphat (ATP) und zwei Moleküle Nicotinamidadenindunukleotid (NADH) als 

Energieträger erzeugt. Der Abbau erfolgt in zehn enzymkatalysierten Einzelreaktionen.  

Die Glykolyse findet im Cytoplasma der Zelle statt. Die Reaktion ist anaerob, benötigt also 

keinen Sauerstoff. 

Zusammengefasst ist die Bilanz dieser Reaktion: 

 

ὋὰόὯέίὩςὃὈὖςὖ ςὔὃὈᴼςὖώὶόὺὥὸςὃὝὖςὔὃὈὌςὌ ςὌὕ  (2-1) 
 

Gärung 

Bei anaeroben oder schlecht mit Sauerstoff versorgten Organismen wird die Energie durch 

die Gärung gewonnen. Sowohl das durch die Glykolyse erzeugte Pyruvat als auch der 

Energieträger NADH verbleiben im Cytosol. Das Pyruvat wird durch NADH zu Laktat 

reduziert. Durch diese Reduktion wird NADH (NADH+H+) zu NAD+ oxidiert. Das saure Laktat 

wird von der Zelle abgegeben und kann mit entsprechender pH-Sensorik erfasst werden.  

 

Zitronensäurezyklus 

Unter aeroben Bedingungen wird in Cytosol produziertes Pyruvat in den Mitochondrien zu 

Acetyl-CoA oder Oxalacetat umgewandelt und dann in den Zitronensäurezyklus eingespeist.  

Der Zitronensäurezyklus führt zur Oxidation der Kohlenstoffatome der Acetylgruppe. Dabei 

entstehen als Endprodukte CO2 und energiereiche Transportmetaboliten in Form von NADH 

und FADH2. Das CO2 wird aus dem Mitochondrium als Abfallprodukt ausgeschieden und von 
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der Zelle an ihre Umgebung abgegeben. Die energiereichen Elektronen von NADH und 

FADH2 werden in die membrangebundene Elektronentransportkette eingeschleust.  

Die Gesamtreaktion lautet: 

 

ὃὧὩὸώὰὅέὃσὔὃὈ ὊὃὈὋὈὖὖ ςὌὕ
ᴼςὅὕ σὔὃὈὌὊὃὈὌ ὋὝὖσὌ ὌὛ ὅέὃ 

(2-2) 

 

Bei diesem Zyklus entstandenes CO2 äußert sich ebenfalls in einer Änderung des 

extrazellulären pH-Werts, welcher mit einer entsprechenden Sensorik quantifiziert werden 

kann. 

 

Oxidative Phosphorylierung 

Im letzten Schritt des Zellmetabolismus wird die meiste chemische Energie freigesetzt. Bei 

diesem Vorgang werden energiereiche Transportelektronen von NADH und FADH2, die 

durch die Oxidation anderer Moleküle entstanden sind, in die Elektronentransportkette 

eingeschleust. Während der Bewegung von Elektronen entlang dieser Kette wird Energie 

freigesetzt, da die Elektronen einen immer niedrigeren energetischen Zustand annehmen. 

Durch die Energie der Elektronen kann der Proteinkomplex Protonen in den 

Intermembranraum der Mitochondrien pumpen. Der dabei entstehende Protonengradient 

treibt die ATP-Synthese an, welche ATP synthetisiert. Nach dem Durchlaufen der 

Atmungskette werden die energiearmen Elektronen auf Sauerstoff übertragen, der aus dem 

Cytosol in die Mitochondrien diffundiert. Zusammen mit Protonen bildet dieser Sauerstoff 

dann Wasser als Endprodukt. 

 

ςὌ ςὩ
ρ

ς
ὕ ᴼὌὕ 

(2-3) 

 

Die vollständige Oxidation eines Moleküls Glucose zu H2O und CO2 produziert ca. 30 ATP-

Molekülen. In der Glykolyse wird Glukose zu Pyruvat abgebaut und dabei werden 2 ATP-

Moleküle produziert. Im ersten Fall liegt der Wirkungsgrad bei 60%, im zweiten Fall bei 

ungefähr 5% [20, 98, 128].  

 

 

2.1.4 Zellmetabolismus in normalen und Tumorzellen 

Wie oben beschrieben, erfolgt in normalen Zellen die ATP-Produktion durch zwei 

metabolische Wege: Glykolyse und oxidative Phosphorylierung. In der Glykolyse wird ein 

Glukose zu 2 Mol Pyruvat abgebaut und dabei werden 2 Mol ATP produziert. Unter 

anaeroben Bedingungen wird Pyruvat zu Lactat reduziert. Unter aeroben Bedingungen wird 

Pyruvat über den Zitratzyklus umgesetzt, was zur Produktion von 30 ATP-Molekülen führt. 

Im Vergleich zu normalen Zellen betreiben die Tumorzellen verstärkt Glykolyse. Das passiert 

auch in Anwesenheit von Sauerstoff. Dieses Phänomen wird als aerobe Glykolyse 

(Warbung-Effekt) bezeichnet [57, 104, 113, 218]. Diese scheinbare Verschwendung von 

Energie hat jedoch entscheidende Vorteile für die Tumorzelle. Zum einen läuft die Glykolyse 

sehr schnell ab, wodurch viel Glukose verwertet werden kann. Zum anderen stellt die 

Glykolyse wichtige Bausteine für die Synthese dringend für die Zellvermehrung benötigter 
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Stoffe bereit. Hierdurch kann die Tumorzelle unabhängig von den Sauerstoffbedingungen 

schnell wachsen [129]. 

Die erhöhte Laktatproduktion durch verstärkte aerobe Glykolyse und eine mangelhafte 

Vaskularisierung des Tumors führt zu einer Übersäuerung der Tumormikroumgebung [126, 

207].  

Ein weiteres Problem bei Tumoren ist die mangelnde Neubildung von Blutgefäßen in 

Tumoren. Das führt zu einer zeitlichen und räumlichen Fluktuation von Sauerstoff innerhalb 

des Tumors. Dadurch entsteht hypoxischer Stress. Als Antwort darauf wird in den Zellen das 

Protein HIF (hypoxia-inducible transcription factor) stabilisiert, was ein 

Transkriptionsprogramm initiiert. Die Energiegewinnung wird auf aerobe Glykolyse 

umgestellt und glykolytische Enzyme, Glukosetransporter und Inhibitoren des 

mitochondriellen Metabolismus werden überexprimiert. Unter anderem stimuliert HIF die 

Angiogenese, der Körper wird so zur Bildung neuer Blutgefäße stimuliert [169].  

 

 

 
 

Abbildung 2-2: Tumormikroumgebung, welche die Tumorentwicklung begünstigt. Die Abbildung zeigt 

am Beispiel eines Adenokarzinoms die Aktivierung des Schlüsselproteins für Gefäßwachstum 

(hypoxia-inducible factor-1, HIF1Ŭ) und der carbonischen Anhydrase IX. Entnommen aus [169]. 

 

Generell unterscheidet sich eine Tumorzelle von einer normalen Zelle durch ein 

unbeschränktes Proliferationspotential, Apoptose-Resistenz, Angiogenese, Unabhängigkeit 

von Wachstumsfaktoren, Gewebeinvasion und Metastasierung sowie Insensitivität 

gegenüber der Wachstumshemmung [36, 107].  
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2.1.5 Intra- und extrazellulärer pH-Wert an Tumorzellen 

Der extrazelluläre pH-Wert ist bei den meisten Tumorzellen niedriger als bei normalen 

Zellen, da der Tumorzellmetabolismus im sauerstoffarmen Milieu zur Umwandlung von 

Glucose und anderen Substraten zu Milchsäure (Warbung-Effekt) führt [227, 231]. Im 

extrazellulären Raum zeigt der pH-Wert der Tumorzellen dagegen im Vergleich zu normalen 

Zellen eine deutliche Erniedrigung (Azidose) auf. Die extrazellulären pH-Werte in 

Tumorzellen liegen im Bereich von pHex.=6,2-6,9 und in normalen Zellen bei pHex.=7,3-7,4. 

Im intrazellulären Raum weisen Tumorzellen dagegen im Vergleich zu normalen Zellen einen 

höheren pH-Wert auf. Die pH-Werte im intrazellulären Raum der Tumorzellen liegen im 

Bereich von pHin.=7,12-7,77 und in normalen Zellen bei pHin.=6,99-7,05 [107, 127, 192]. 

 

Hemmung der Proliferation durch den Ionenkanalblocker Amilorid 

Tumorzellen weisen eine Überexpression der Na+/H+-Austausch-Carrier auf. Diese sind in 

der Plasmamembran integriert und für die Regulation des intrazellulären pH-Wertes 

zuständig. Der pHin-Wert reguliert wiederum zelluläre metabolische Prozesse, insbesondere 

die Zellproliferation. Bisher wurden sechs Isoformen des Na+/H+-Austausch-Carriers bekannt 

(NHE1-6) [162, 201, 234].  

NHE1-Antiporter werden in Tumorzellen stärker exprimiert als in normalen Zellen und sind in 

den meisten Tumorzellen nachgewiesen [53, 234]. Der NHE1-Antiporter ist ein integrales 

Membranprotein, das für die Mechanismen zur Regulation des pH-Werts zuständig ist. Die 

Expression der Kanäle wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren, Hormone und die 

metabolische Mikroumgebung (niedriges Serumgehalt, extrazelluläre Azidose oder Hypoxie) 

verstärkt [107].  

Die Na+/H+-Austausch-Carrier sind für die Regulation des pH-Werts und des Zellvolumens 

zuständig. Unter anderem kann auch die Zellproliferation beeinflusst werden [130, 234]. Die 

Verwendung eines Kanalblockers könnte zu einem Zellzyklusarrest führen. Einen Überblick 

über den Einfluss des erhöhten intrazellulären pH-Werts und der Exprimierung des Na+/H+-

Antiporters auf die Tumorentwicklung zeigt Abbildung 2-3 [95]. Es gibt aber auch andere 

Mechanismen für eine Zelle, ihren pH-Wert zu regulieren [130, 192]. 
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Abbildung 2-3: Überblick über den Einfluss der erhöhten intrazellulären pH-Werte und der 

Exprimierung der Na+/H+-Antiporter auf die Tumorentwicklung. Die Expression der Kanäle führt zu 

intrazellulärer Alkalinisation und extrazellulärer Azidose. Nur die Apoptose wird bei der Erhöhung 

dieser beiden Parameter unterdrückt. Entnommen aus [95].  

 

Der extrazelluläre und der intrazelluläre pH-Wert spielen eine wichtige Rolle für das zelluläre 

Wachstum. Beide sind eng miteinander verbunden. Eine extrazelluläre Azidose führt zu 

Azidose im intrazellulären Raum. Im Gegensatz dazu bedeutet eine Abnahme des pH-Werts 

im cytosolischen Bereich eine Abnahme der metabolischen Aktivität und verursacht die 

Apoptose [85, 95, 107, 130]. Die Effekte des extrazellulären pH-Werts auf den Metabolismus 

und das Transmembranpotential von Zellen können mit geeigneten Kanalblockern, wie z. B. 

Amilorid, untersucht werden [122, 198]. 

 

Amilorid (N-Amidino-3,5-diamino-6-chlorpyrazin-2-carboxamid) ist ein Arzneistoff aus der 

Gruppe der kaliumsparenden Diuretika. Es wird zur Behandlung eines Kaliummangels 

infolge von Herzinsuffizienz sowie gegen Bluthochdruck eingesetzt [22].  

Die Amilorid-Strukturformel ist in Abbildung 2-4 gezeigt. 

 
Abbildung 2-4: Amilorid: Strukturformel. Es ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der kaliumsparenden 

Diuretika. Die Verwendung von Amilorid führt zur Blockierung des epithelialen Natriumkanals (ENaC). 

Durch die Hemmung der Natrium-Wiederaufnahme führt Amilorid zu einem erhöhten Natrium- und 

Wasserverlust. Dabei wird die Kaliumausscheidung nicht erhöht. Entnommen aus [22]. 



Einleitung  13 

Die Verwendung von Amilorid führt zur Blockierung des epithelialen Natriumkanals (ENaC). 

Durch die Hemmung der Natrium-Wiederaufnahme führt Amilorid zu einem erhöhten 

Natrium- und Wasserverlust. Dabei wird die Kaliumausscheidung nicht erhöht [22].  

Physikalische Einschränkungen (extrazelluläre Azidose oder Verwendung eines 

Kanalblockers wie z.B. Amilorid), die zum Zelltod bzw. Zellzyklusarrest führen können, zeigt 

Abbildung 2-5. 

 

 
 

Abbildung 2-5: Physikalische Einschränkungen für die wirksame Reduktion des intrazellulären pH-

Werts, die zum Zelltod führen können. Die Reduktion des intrazellulären pH-Werts unter Verwendung 

eines Kanalblockers z. B. Amilorid (untere Hälfte der schematischen Zelle) führt zu einem veränderten 

Gleichgewicht des Nernst-Potentials für H
+
 (EH). Der passive Ausstrom von schwachen Säuren (H

+
-

Ausstrom) könnte helfen, den pHin-Wert auf einem Niveau zu halten, dass dadurch keinen Zelltod 

sondern einen Zellzyklusarrest verursacht wird. Dieser passive Ausstrom wird auch durch das weniger 

negative Membranpotential an Tumorzellen begünstigt (sich nicht teilende, normale Zellen weisen ein 

weniger positives Membranpotential auf). Generell tritt ein zytotoxischer Effekt erst ab pHex<6,5 auf. 

Entnommen aus [169]. 

 

2.1.6 Aufbau einer Zellmembran 

Jede Zelle ist von einer Membran umgeben. Sie dient der Trennung und dem Schutz des 

Inneren der Zelle vor äußeren Einflüssen. Zudem werden auch lebenswichtige Unterschiede 

zwischen dem intra- und extrazellulären Raum aufrechterhalten (Ionengradienten über 

Membranen (ATP-Synthese, Transport gelöster Stoffe), Auslösung und Weiterleitung 

elektrischer Signale usw.).  

Die Grundstruktur einer solchen Membran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht (etwa 50% 

der Membranmasse und ca. 5nm dick), die durch nicht kovalente Wechselwirkungen 

zusammengehalten wird. Die Anzahl der Lipidmoleküle auf einer 1µm²-Fläche der Lipid-

Doppelschicht beträgt ca. 5x106 [20]. 










































































































































































































































































































































































































