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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Einfdhrung

In den letzten Jahrzehnten entfernte sich die Medizin mehr und mehr vom
pathogenesebasierten Modell hin zum Modell der Salutogenese, der Lehre von der
Entstehung und Erhaltung der Gesundheit. So ist eine ungesunde Erndhrung ein wichtiger
Risikofaktor fiir die Entwicklung von chronischen Krankheiten wie z. B. Diabetes mellitus Typ
2, Bluthochdruck und auch Krebserkrankungen (Robert Koch-Institut (RKI) 2016). Schon in den
1980er Jahren fiel auf, dass in einigen ostasiatischen Landern die Inzidenz der koronaren
Herzkrankheit und der Karzinome von Kolon, Mamma und Prostata erheblich niedriger war
als in westlichen Landern. Dieser Befund wurde frilh in Zusammenhang mit einer
sojaproduktreichen Ernahrung gebracht, welche sich unter anderem durch einen erhéhten
Phytoostrogengehalt, insbesondere an Lignanen und Isoflavonen, auszeichnet. Dieser
protektive Effekt basierte offenbar nicht auf einem unterschiedlichen Genpool, da
Migrationsstudien ergaben, dass in westliche Lander migrierte Ostasiaten, die sich
zunehmend an den westlichen Lebensstil anpassten, sich hinsichtlich des
Mammakarzinomrisikos schon in zweiter Generation nicht mehr von der westlichen
Bevolkerung unterschieden (Adlercreutz und Mazur 1997; Stanford et al. 1995). Dieses
Beispiel soll den glinstigen Einfluss beschreiben, den viele Pflanzeninhaltsstoffe auf die

Gesundheit haben kénnen.

1.2 Brustkrebs

1.2.1 Epidemiologie

Brustkrebs stellt die hdufigste maligne Krebserkrankung bei Frauen in der westlichen Welt und
Entwicklungslandern dar und ist unter den boésartigen Neubildungen bei Frauen die primare
Todesursache weltweit (Benson und Jatoi 2012). Obwohl in Entwicklungslandern im Jahr 2012
mit 883.000 zunehmend mehr Fille als in Industrieldandern mit 794.000 auftraten, sind die
Inzidenzraten in westlichen Ldndern immer noch hoher als in asiatischen Ldndern (siehe
Abbildung 1) (WHO: International Agency for Research on Cancer 2012). In Deutschland ist
das Mammakarzinom auch die hdufigste Todesursache bei malignen Erkrankungen fiir Frauen
(siehe Abbildung 2) (Statistisches Bundesamt 2015). Im Jahr 2013 erkrankten 71.640 Frauen

und 682 Manner in Deutschland an Brustkrebs, d.h. jede 8. Frau erhalt in ihrem Leben diese
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Diagnose (Robert Koch-Institut (RKI) 2016). Obwohl die Mortalitat in den letzten 25 Jahren
leicht gesenkt werden konnte, steigt die Inzidenz weiterhin an (Benson und Jatoi 2012). Dieser
Umstand wird vor allem der Zunahme der Risikofaktoren und der Lebenserwartung
zugeschrieben, aber auch einer sensitiveren Diagnosestellung. Eine Errungenschaft der letzten
Jahre stellt hierbei das in Deutschland in den Jahren 2005-2009 flachendeckend eingefiihrte
Mammographie-Screening flr Frauen zwischen 50-69 Jahren dar. Erwartungsgemal} stieg
dadurch in den Anfangsjahren die Rate der neu entdeckten fortgeschrittenen Karzinome an,
um dann den Entdeckungen von Mammakarzinomen im Frihstadium zu weichen. Eine
positive Entwicklung im Sinne einer Reduktion der Brustkrebsmortalitdt ist erst in den
kommenden Jahren zu erwarten (Robert Koch-Institut (RKI) 2016). Eine schwedische Studie,
in der Daten der nicht gescreenten Bevolkerung mit der gescreenten Population ausgewahlter
Landkreise verglichen wurden, legt jedoch nahe, dass durch das Mammographie-Screening fiir
die partizipierenden Frauen eine Mortalitatsreduktion von 40 bis 45 % erreicht werden kann

(Duffy et al. 2002).

.

= 6.3
45.8 - 4.3
319 - 458
240 - EE
= 241

- Mo data |:| Mot applicable

Abbildung 1: Brustkrebsinzidenz weltweit 2012 in Neuerkrankungen/100.000 Einwohner (WHO: International

Agency for Research on Cancer 2012).
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Posililfn[;:uc:nmer Edsartige Meubildung Gestorbene!  Anteil in %
Ch0 der Brustdrise (Brustdrisenkrebs (Mammal} 18 136 17.5
C34 der Bronchien und der Lunge (Lungen- und Bronchialkrebs) 15 &70 153
C25 des Pankreas (BEauchspeicheldrisenkrebs) & 659 8.4
C18 des Kolons (Dickdarmkrebs) g 124 78
ChG des Owvars (Eierstockkrebs} 4 ha
Ca0 ohne Angabe der Lokalisation h022 449
C16 des Magens 3829 37
C20 des Rekiums (Mastdarm oder Enddarm) 3082 3.0
c22 der Leber und der intrahepatischen Gallengange 2611 25
Cii des Gehirns (Himtumor) 2492 2.4

' Ohne Totgeborene und ohne gerichiliche Todeserkidrungen.

Abbildung 2: Hdufigste Todesursachen bei bésartigen Neubildungen von Frauen in Deutschland 2015 nach ICD-
10 (Statistisches Bundesamt 2015).

1.2.1 Ursachen und Risikofaktoren

Die wichtigsten populationsbezogenen Risikofaktoren fir die Erkrankung an einem
Mammakarzinom sind weibliches Geschlecht und hoheres Lebensalter. Zu den wichtigsten
individuellen Risikofaktoren gehort die genetische Disposition. Bei ca. 30 % aller Frauen mit
Mammakarzinom sind bereits Falle von Brustkrebs in der Verwandtschaft bekannt, dies weist
auf einen genetischen Zusammenhang hin. Bei 25 % dieser Frauen besteht ein autosomal
dominanter Erbgang: Am bedeutsamsten sind das BRCA1l- und das BRCA2- Gen. Deren
Mutationen lassen die betroffenen Frauen rund 20 Jahre friiher erkranken als Patientinnen
ohne Keimbahnmutation. Es besteht bei ihnen auBerdem ein Lebenszeitrisiko von 60 % fur ein
Mammakarzinom, ein Lebenszeitrisiko von 40 %, auch an einem kontralateralen
Mammakarzinom zu erkranken und eines von 16-25 % fir eine Erkrankung an einem

Ovarialkarzinom (Leitlinienprogramm Onkologie August 2019).

Ein wichtiger Faktor fiir Prognose und Therapie des Mammakarzinoms ist der Status des Her2-
neu- Wachstumsfaktorrezeptors. Es wurden weitere Hochrisikogene identifiziert, die fir

verschiedene Syndrome verantwortlich sind und auch mit einem erhohten Risiko fiir die
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Erkrankung an einem Mammakarzinom einhergehen, wie die Mutationen BRIP-1 und PALB2,

p-53, PTEN, STK11, Chek2 und ATM (Gage et al. 2012).

Ein anderer wichtiger individueller Risikofaktor ist eine Mastopathie, die mit erhéhter Dichte
des Drisengewebes in der Mammographie einhergeht. Hier besteht eine vier- bis sechsfach
erhohte Wahrscheinlichkeit flr die Entwicklung eines Mammakarzinoms (Robert Koch-Institut

(RKI) 2016; Boyd Norman F. et al. 2007).

Bei den hormonellen Risikofaktoren spielen vor allem die Geschlechtshormone Progesteron
und 17R-Estradiol eine wichtige Rolle. Wihrend ein erhdhter Ostrogenspiegel mit einem
erhohten Risiko flir Brustkrebs einhergeht, scheint Progesteron zumindest bei
pramenopausalen Frauen protektiv zu wirken. Ein erhéhter Ostrogenlevel kann endogene
oder exogene Ursachen haben. Zu den endogenen Ursachen fiir erhohte
Ostrogenkonzentrationen zihlt Bewegungsmangel in Begleitung von Ubergewicht vor allem
in der Postmenopause, da die Aromatase im Fettgewebe, die Androstendion und Testosteron
in Estradiol umwandelt, erhoht ist (siehe Abbildung 3). Auch hohe Testosteronspiegel flihren
zu einer erhohten Aktivitat der Aromatase (Yager und Davidson 2006). Das Lebenszeitrisiko
erhéht sich entsprechend mit der verlingerten Einwirkung von Ostrogenen und der
reduzierten Einwirkung von Gestagenen wie beispielsweise bei einer frihen Menarche oder
einer spaten Menopause. Dagegen scheinen mehrere und vor allem frithe Schwangerschaften

mit langeren Stillzeiten protektiv zu wirken (Robert Koch-Institut (RKI) 2016).

Eine langzeitige hormonelle Kontrazeption mit einem Ostrogen-Gestagen-Priparat erhoht das
Risiko fur ein Mammakarzinom: Wahrend der Einnahme betragt das relative Risiko 1,24 und
es ist bis zu zehn Jahre nach Absetzen noch erhéht (Collaborative Group on Hormonal Factors
in Breast Cancer ICEU, Radcliffe Infirmary, Oxford, UK 1996). Auch eine Hormonersatztherapie
im Rahmen des klimakterischen Syndroms geht mit einem erhéhten Mammakarzinomrisiko
einher. Dies gilt insbesondere fiir kombinierte Ostrogen-Gestagen-Praparate und weniger fiir

Ostrogen-Monopréparate (Shah et al. 2005).
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Methylgruppen- o—H o—H
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Testosteron Estradiol

Abbildung 3: Aromatasereaktion von Testosteron zu Estradiol, modifiziert nach: (Boghog2 in Wikimedia

Commons 2009).

Wichtige andere exogene Faktoren sind ionisierende Strahlen, Tabakkonsum und ein erhéhter
Alkoholkonsum. Patientinnen, die in der Adoleszenz wegen eines Hodgkin-Lymphoms im
Bereich der Mamma bestrahlt wurden, haben nach 15-30 Jahren ein erhéhtes Risiko, am
Mammakarzinom zu erkranken (Leitlinienprogramm Onkologie August 2019) (Robert Koch-
Institut (RKI) 2016). Tabakabusus ist nicht nur ein starker Risikofaktor fir Bronchialkarzinome,
sondern auch an der Entstehung anderer Karzinome beteiligt. In Abhdngigkeit von der
Intensitat scheint Tabakkonsum das Risiko fiir Brustkrebs um 15 bis 40 % zu erhéhen (Johnson
et al. 2011). Auch ein regelmaRBiger geringer Alkoholkonsum (5,0-9,9 g pro Tag) erh6ht das

Brustkrebsrisiko um 15 %, bei hoherer Alkoholzufuhr steigt es weiter an (Chen et al. 2011).

Die Zufuhr eines hohen Anteils pflanzlicher Nahrung in der Jugend, vor allem von Soja-
Produkten, scheint wegen des relativ hohen Gehalts an Phytodstrogenen, vor allem
Isoflavonen, lebenslanglich protektiv zu wirken (Messina 2016). Aber auch andere

flavonoidreiche Nahrungsmittel wirken protektiv (Bosetti et al. 2005).

1.2.2 Entstehung von Brustkrebs

Das Mammakarzinom geht entweder von den Milchgangen oder dem Epithel der Driisenlobuli
aus. Sie werden histologisch zu etwa 85-90 % den duktalen (Ductus — lat. Gang) und nur zu 10-
15 % den lobuldren Karzinomen (Lobus — lat. Lappen) zugeordnet. Weiterhin werden nach der
Invasivitat in in-situ oder invasiv wachsende Karzinome unterschieden. Das DCIS (Duktales
Carcinoma in situ) wachst ausgehend vom Epithel der Milchgédnge, ohne die Basalmembran zu
Uberschreiten. Es kann nach einer relativ kurzen Latenzzeit von 10 Jahren in ein invasives
duktales Karzinom (ibergehen. Es ist die haufigste Form des Mammakarzinoms. Das

bildmorphologische Aquivalent in der Mammographie beim DCIS sind Mikroverkalkungen, die
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nach Nekrosen entstehen. Das CLIS (Carcinoma lobulare in situ) ist gutartiger als das DCIS, da
hier eine Latenzzeit von 25 Jahren fiir den Ubergang in ein invasives lobulires Karzinom
anzunehmen ist. Mikrokalk ist fiir das CLIS eher untypisch, es tritt zu 60 % multizentrisch auf.
In ca. einem Drittel der Falle sind die Krebsvorstufen bilateral. Am haufigsten ist der dulRere
obere Quadrant der Brust betroffen. Bei invasivem Wachstum erfolgen relativ frih eine
lymphogene und auch eine hamatogene Metastasierung, das Risiko steigt mit zunehmender
GroRBe des Primartumors an. Die hamatogene Metastasierung erfolgt bevorzugt in
Skelettsystem, Pleura, Lungen, Leber und Gehirn, seltener Ovar und kann 15 oder mehr Jahre
klinisch stumm bleiben. Die lymphogene Metastasierung erfolgt Uberwiegend Uber das
Lymphabflusssystem der Mamma in die Axilla. Differentialdiagnosen sind eher benigne
einzustufende Verdanderungen wie das Fibroadenom oder die Mastopathie. Neben der
Selbstuntersuchung durch die Patientin, der Anamnese und der klinischen Untersuchung ist
die Mammographie die wichtigste technische Untersuchung. Bei einer Sensitivitat je nach
Dichte des Brustgewebes von 85-90 % konnen damit auch klinisch inapparente Tumoren
detektiert werden. Die Sonographie bietet sich zur Einschatzung der Dignitat eines palpablen
Knotens an. Weitere Diagnosetechniken sind die Magnetresonanz-Mammographie, die 3D-
Tomosynthese, die farbkodierte Duplexsonographie und die Stanzbiopsie zur histologischen
Auswertung, die Aufschluss Gber die molekularen Eigenschaften des Tumors gibt (Stauber und

Weyerstahl 2007; Leitlinienprogramm Onkologie August 2019).

Mammakarzinome werden nach der TNM-Klassifikation der Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) eingeteilt. Diese macht Angaben zu der TumorgroRe, dem Lymphknotenstatus

und Metastasierungsgrad (Uehiro et al. 2014).

Die malignen Tumoren werden laut dem St. Gallen Expert Consensus von 2011 je nach
molekularer Auspragung weiterhin in Gruppen unterteilt. Hierfiir spielen die Auspragung des
Ostrogenrezeptors  (ER), des Progesteronrezeptors (PR), des Her2-neu als
Wachstumsfaktorrezeptor und des Ki-67 als Proliferationsindex eine wichtige Rolle. Der
,Luminal-A“-Subtyp ist ER und/oder PR-positiv, Her2-neu- negativ und weist einen niedrigen
Ki-67 und damit eine niedrige Proliferation auf. Er ist der Subtyp mit der héchsten Inzidenz
und zugleich der besten Prognose. ,Luminal-B (mit Her2-neu-negativ)” weist die gleichen

Eigenschaften auf wie ,Luminal-A“, hat aber eine hohere Ki-67 —Proliferationsrate. ,,Luminal-
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B (mit Her2-neu-positiv)” hat eine erhohte Amplifikation des Her2-neu, kann jede Ki-67-
Auspragung haben und ist ansonsten ER- und PR-positiv. Der ,Nonluminal“-Subtyp weist
auRer einer Her2-neu Uberexpression keine Hormonrezeptorauspragung auf. Der ,,Basal-like”,
oder ,Triple-negativ (duktal)* hat weder eine Her2-neu-Uberexpression noch eine
Auspragung von ER oder PR und hat die unglinstigste Prognose (Goldhirsch et al. 2011; Garcia
Fernandez et al. 2012).

1.2.3 Therapiemoglichkeiten

Die Therapie des Mammakarzinoms hat sich in den vergangenen Jahren stark gewandelt und
geht dank neuerer Verfahren mit einer signifikanten Verbesserung des Uberlebens und der
Lebensqualitat fiir die Patientinnen einher. Zur Verfligung stehen Operation, Radiotherapie,
Chemotherapie und, je nach molekularen Eigenschaften des Tumors, eine endokrine Therapie

oder eine Antikorpertherapie.

Bei den operativen Verfahren wurden radikale MaBnahmen wie die Mastektomie und
Lymphonodektomie der Axilla weitgehend verlassen, da sie in vielen Fallen keine signifikanten
Uberlebensvorteile bieten, aber zu einer kurz- und mittelfristigen Morbidititssteigerung der
Patientin fiihren. Grundlegend sind weiterhin die genaue Vordiagnostik zur Feststellung des
Ausmalles des Tumors und des Metastasierungsgrades. Bei gilinstigem Tumor-Brust-
GroRenverhaltnis, keinem nachweisbaren Befall der axillaren Lymphknoten und ausreichend
weitem Brustwandabstand des Tumors ist hdufig eine brusterhaltende Therapie (BET)
moglich. Hierbei wird der Tumor mit Sicherheitsrand entnommen und per Sentinel-Node-
Biopsie der Lymphknotenstatus gesichert. Durch Lappenplastiken und plastischen
Wiederaufbau der Mamma kann haufig ein zufriedenstellendes kosmetisches Ergebnis erzielt
werden. An eine operative Therapie schlief3t sich zumeist eine perkutane Radiotherapie des

urspriinglichen Tumorbettes an, um eventuell verbliebende Tumorzellen zu zerstoren.

Bei inoperablen, rezeptornegativen Tumoren kann oft zuerst eine neoadjuvante
Chemotherapie zur Verkleinerung des Tumors und dann die brusterhaltene Operation

durchgefiihrt werden.

Bei der adjuvanten systemischen Therapie nach der Operation wird die Entscheidung
hinsichtlich Chemotherapie, endokriner Therapie oder Antikorpertherapie je nach
Rezeptorstatus, Alter und Allgemeinzustand der Patientin getroffen. Bei negativem
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Rezeptorstatus wird meist eine Standard-Polychemotherapie fiir 18-24 Wochen, die

Anthrazykline und Taxane beinhaltet, gewahlt.

Bei Ostrogen- oder Progesteronrezeptor-positivem Tumor schlieRt sich an die
Polychemotherapie eine endokrine Therapie an. Bei prdmenopausalen Frauen ist Tamoxifen
mit 20 mg am Tag fir finf Jahre das Mittel der Wahl. Bei postmenopausalen Frauen werden
verschiedene Therapiekonzepte mit einer Kombinationstherapie von Tamoxifen mit einem
Aromatasehemmer der 3. Generation fiir 5-10 Jahre empfohlen. Eine Tamoxifentherapie kann
die Rezidivrate um 40 % und die Mortalitdat um 31 % reduzieren. Bei pramenopausalen Frauen
scheint bei rezeptorpositiven Status auch eine Ausschaltung der Ovarialfunktion sinnvoll zu

sein, z. B. mit GnRH-Analoga (Leitlinienprogramm Onkologie August 2019).

Bei 15-30 % der invasiven Mammakarzinome liegt eine Amplifikation von Her2-neu vor, das
fir einen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-Rezeptor) kodiert. Durch die
Uberexpression dieses Rezeptors kommt es zu ungebremstem Wachstum und Ausbreitung
des Tumors, dies geht mit einem schlechteren Ansprechen auf herkémmliche Therapien und
einer verschlechterten Prognose einher. Seit 2000 ist in Deutschland eine Antikdrpertherapie
mit Trastuzumab zugelassen, die eine signifikante Verbesserung der Uberlebenszeit erreicht.
Standard ist hier eine Kombination mit einer Chemotherapie fiir ein Jahr (Leitlinienprogramm

Onkologie August 2019; Fitzgibbons et al. 2000).

Neben diesen Therapiekonzepten sollen den Patientinnen stets supportive Therapien
angeboten  werden. Hierzu gehoren  Bewegungs- und  Erndhrungsberatung,
psychoonkologische Betreuung, Analgesie nach WHO-Schema, antiemetische Therapie,
Versorgung mit Prothesen und Perlicken und die Vermittlung von Selbsthilfegruppen.
Zusatzlich gibt es auch immer mehr Angebote aus der Komplementarmedizin, deren
Wirksamkeit teilweise gut belegt ist. Manchmal sind die Daten widersprichlich, haufig aber
wegen der nahezu fehlenden Forschungsforderung in diesem Bereich noch mangelhaft.
Wichtig ist hier vor allem Aufklarung durch den behandelnden Arzt (Leitlinienprogramm

Onkologie August 2019).
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1.3 Ostrogenrezeptor

Ostrogene wirken (iberwiegend iiber zytoplasmatische Ostrogenrezeptoren (ER), die zur
Familie der Steroid-Rezeptoren gehéren (Dahlman-Wright et al. 2006). Es gibt zwei Isoformen,
den a-ER und den B-ER. Sie sind dstrogenabhangige nukledre Transkriptionsfaktoren (Graefe

et al. 2011).

In einigen Geweben liegen tGberwiegend a-ER vor, inshesondere in Vagina, Uterus, Stroma der
Prostata, Leber, weilem Fettgewebe und Hypothalamus. In anderen Geweben finden sich
Uberwiegend B-ER, z. B. im Colon, dem Epithel der Prostata, im Gehirn und in der Lunge. Beide
Isoformen finden sich in den Ovarien (die a-ER in den Theka-Zellen, die B-ER in den Granulosa-
Zellen), im GefalRsystem, den Testes und in den Knochen. In der Mamma kommen a- und  —
ER sowohl in den duktalen als auch in lobuldren Epithelien vor, B-ER zudem im Stroma

(Dahlman-Wright et al. 2006).

Die beiden Isoformen sind dhnlich aufgebaut. Die Aminosduresequenzen in der DNA-
bindenden Domane stimmen zu 97 % lGberein. Hier ist die Bindungsstelle fir das ERE (Estrogen
response element) lokalisiert. Am C-terminalen Ende, in der Liganden-bindenden Domane,
betragt die Ubereinstimmung nur noch 56 % und am N-terminalen Ende nur 24 %. Am N-
terminalen Ende ist die Liganden-unabhangige Aktivierungsfunktion (AF-1) lokalisiert, am C-
terminalen Ende die Liganden-abhangige Aktivierungsfunktion (AF-2). Der B-ER scheint eine
schwachere AF-1 zu haben und funktioniert somit vor allem ligandenabhangig (Dahlman-

Wright et al. 2006).

Zunachst wird bei der Aktivierung 17B-Estradiol an der AF-2 gebunden, dann erfolgt die
Dimerisation von zwei ER. Es kdonnen dann weitere Koaktivatoren oder Kosupressoren
angelagert werden, die zusatzlich die Expression bestimmter Gene férdern oder hemmen.
Nach der Translokation in den Zellkern findet hier die Anlagerung der spezifischen
Bindungsstelle an das ERE von Promotern der Zielgene statt. Nach Rekrutierung weiterer
Hilfsfaktoren wird das Gen als mRNA abgelesen, aus der die entsprechenden Proteine

translatiert werden konnen (Efferth 2006).

Die Wirkung der Ostrogene kann auch nicht-genomisch und daher schneller vermittelt sein.

Hier spielen z. B. G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder lonenkanéle in der Zellmembran eine
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Rolle. Ein weiteres Beispiel ist die Steigerung der NO-Produktion in arteriellen

GefaRendothelzellen, die innerhalb von Minuten eintritt (Graefe et al. 2011).

1.4 Ostrogene

Ostrogene gehdren zu den Steroidhormonen und werden {iberwiegend im Ovar von den
Granulosa- und den Theka-Zellen des Graafschen Follikels und im Corpus luteum, wahrend der
Schwangerschaft zudem in der Plazenta gebildet. Geringere Mengen werden in Hoden,
Nebennierenrinde, Gehirn und Binde-, Muskel- und Fettgewebe generiert (Stauber und
Weyerstahl 2007). Ausgangsstoff ist das Cholesterin, aus dem {ber Pregnenolon und
Androgene schlussendlich die Ostrogene mittels Aromatase synthetisiert werden (siehe

Abbildung 4).

Die wichtigsten Ostrogene sind Estradiol, Estron und Estriol, wobei Estradiol biologisch am
aktivsten ist. Estron hat nur ein Drittel, Estriol nur ein Zehntel der biologischen Wirkung von
Estradiol (Stauber und Weyerstahl 2007). Die Ostrogene sind maRgeblich fiir die Ausbildung
und Aufrechterhaltung der sekundaren weiblichen Geschlechtsmerkmale verantwortlich.
lhnen wird zudem eine schwach anabole Wirkung und eine férderliche Wirkung auf die
Osteoblasten und damit auf das Knochenwachstum zugeschrieben. Im weiblichen Zyklus
induzieren sie die Proliferation der Uterusschleimhaut fir die Vorbereitung auf eine
Einnistung der befruchteten Eizelle (L&ffler 2008). Ostrogene sind aber auch Promotoren fiir

die Entwicklung von Brustkrebs (Cauley et al. 1999).

Im Serum werden Ostrogene, ebenso wie Testosteron, an das Sex-Hormon-Bindungs-Protein
(SHBG) gebunden transportiert. Nur 1-3 % liegen in ihrer ungebundenen und biologisch
aktiven Form vor. In der Leber werden die Ostrogene durch Glukuronidierung zu einem
wasserloslichen Produkt metabolisiert, das iber die Niere ausgeschieden wird (Stauber und

Weyerstahl 2007).
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OH 0
0~ 0
Testosteron Androstendion
Entfernung von C-Atom 19
Aromatisierung von Ring A
OH 0
- N - P Ny

Estradiol Estron

Abbildung 4: Biosynthese der Ostrogene aus Androgenen (Loffler 2008).

1.5 Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren (SERMs)

SERMs sind synthetisch hergestellte Substanzen, die (ber den Ostrogenrezeptor
gewebebezogen und konzentrationsabhingig entweder Ostrogen-antagonistische oder —
agonistische Wirkungen haben kénnen. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich durch die
unterschiedliche Auspragung von a-ER und B-ER und die Anwesenheit verschiedener Co-
Aktivatoren und Co-Repressoren in den verschiedenen Geweben bedingt. SERMs blockieren
Uberwiegend die AF-2 und wirken damit in Geweben, die vor allem mit der AF-2 aktiviert
werden, antagonistisch und in Geweben, die Uberwiegend mit AF-1 aktiviert werden,
agonistisch. Diese Wirkung entsteht durch die verschiedenen Rezeptorkonformitaten, welche
bei Bindung des SERM eingenommen werden und dann iberwiegend Co-Aktivatoren oder Co-
Repressoren binden (Dahlman-Wright et al. 2006). Ein wichtiger Vertreter ist das Tamoxifen,
das an der Brustdriise antagonistisch zum Ostrogen wirkt und somit beim éstrogenabhingigen
Mammakarzinom als Therapie eingesetzt wird. Studien ergaben allerdings, dass Tamoxifen
auch (ber ER-unabhingige Signalwege wirken muss, da eine Zytotoxizitdt auch bei
rezeptornegativen Zellen nachweisbar ist (Petinari et al. 2004). Tamoxifen erhoht
beispielsweise den Level des Transforming Growth factor B, moduliert Signalproteine wie die
Proteinkinase C, Calmodulin und das Protoonkogen c-myc. AuBerdem scheinen auch Caspasen

und Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) bei der Tamoxifen-vermittelten Wirkung eine
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Rolle zu spielen (Mandlekar et al. 2001). Tamoxifen hat jedoch auch Nebenwirkungen. Es
steigert das Risiko fiir ein Endometriumkarzinom, erh6ht das Thromboembolierisiko, wirkt
nicht gegen klimakterische Beschwerden und beugt nur ungentiigend einer Osteoporose vor.
Fir letztere Indikation wird Raloxifen eingesetzt, das eine dstrogenahnliche Wirkung besitzt
und das Endometriumkarzinomrisiko nicht erhéht. Toremifen wirkt wie die Muttersubstanz

Tamoxifen (siehe Abbildung 5) (Lillmann et al. 2010).

Mammakarzinom- Endometriumkarzi- Thromboembo- Linderung klimakterischer Schutz vor Osteo-
Risiko nom-Risiko lie-Risiko Beschwerden porose

Estradiol (++)° ++ ++ +++ +++

Tamoxifen - + ++ - +

Raloxifen - & ++ - ++

*  in Kombination mit Gestagen
** Risiko aufhebbar durch Gestagen-Gabe

griin: giinstiger Effekt; rot: unerwiinschter Effekt

Abbildung 5: Effekte von Estradiol und ausgewdhiten SERMs (Lillmann et al. 2010).

1.6 Sekundare Pflanzenstoffe

Bei den Pflanzen wird zwischen einem Primar- und Sekundarstoffwechsel unterschieden. Der
Primarstoffwechsel ist prinzipiell fir alle Pflanzen gleich und stellt die essentiellen
Syntheseprodukte fiir Aufbau und Energiestoffwechsel her, insbesondere Kohlenhydrate (und
damit auch Strukturstoffe wie die Zellulose), Fette und Eiweifle. Im Sekundérstoffwechsel
werden die sekundadren Pflanzenstoffe hergestellt, die in den verschiedenen Pflanzenarten
unterschiedlich sind und sich zudem je nach Gewebe und Organ und manchmal auch in
bestimmten Entwicklungsstadien voneinander unterscheiden kdnnen. Diese Stoffe sind nicht
fiir den unmittelbaren Aufbau der Zelle bedeutsam, sondern eher fiir den Gesamtorganismus.
Sie dienen z. B. als Farbstoffe, Fraligifte, Sonnenschutz oder zur Abwehr von Mikroorganismen
(Schopfer und Brennicke 2016, S. 355). Der Mensch, der als Fral3feind der Pflanzen angesehen
werden muss, hat im Lauf der Evolution verschiedene VerhaltensmalRnahmen (Erhitzen,
Meiden giftiger Pflanzen) und Entgiftungsmechanismen (wie z. B. mit Phase I- und Phase II-
Enzymen) entwickelt. Einige sekundare Pflanzenstoffe sind trotzdem als gefahrlich (z. B. die
Alkaloide der Nachtschattengewachse) einzustufen, sehr viele andere allerdings haben, je

nach Konzentration, positive Wirkungen und kénnen als semiessentiell angesehen werden.
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Bei ihnen wurden je nach Substanz antikanzerogene, antimikrobielle, antithrombotische,
antiinflammatorische, immunmodulierende oder verdauungsfordernde Wirkungen entdeckt.
Zudem sollen einige einen positiven Einfluss auf Blutdruck, Cholesterinspiegel und
Blutglukosespiegel haben. Viele dieser Pflanzen werden schon seit der Antike in der Medizin
eingesetzt und in den letzten Jahrzehnten zunehmend auch hinsichtlich sekundarer
Inhaltsstoffe und deren Wirkung untersucht (Watzl und Leitzmann 1995, S. 16ff.). Die
sekundaren Pflanzenstoffe werden insbesondere in Polyphenole, Carotinoide,
Phytoostrogene, Glucosinolate, Sulfide, Monoterpene, Saponine, Protease-Inhibitoren,
Phytosterine und Lektine eingeteilt. In Deutschland nimmt ein Mensch im Durchschnitt 1,5
g/Tag dieser Substanzen mit der Nahrung auf, bei Vegetarier*innen ist dies haufig deutlich
mehr. Die Bioverfliigbarkeit richtet sich nach der jeweiligen Substanzklasse, der
Zubereitungsform (erhitzt, zerkleinert, Zugabe von Fett), der verfligbaren Menge und der

Anwesenheit von Proteinen und Antioxidantien (Deutsche Gesellschaft flr Erndhrung 2012).

1.7 Flavonoide

Die Flavonoide sind eine Untergruppe der Polyphenole und dienen in den Pflanzen als roter,
blauer, gelber und violetter Farbstoff. Die Flavonoide lassen sich in weitere Untergruppen
unterteilen. Dazu gehoren die Flavonole, Flavanone, Flavone, Anthocyane und Isoflavonoide.

Ausgangsstoff fir all diese Substanzen ist das Flavan (siehe Abbildung 6).

Abbildung 6: Flavan als das Grundgeriist der Flavonoide mit zwei aromatischen Ringen und einem O-

heterozyklischen Ring (Nono64 in Wikimedia Commons 2009).

Die meisten Flavonoide liegen verknipft als Oligomere (Proanthocyanidine) vor. Diese
Verbindungen sind die in der menschlichen Nahrung am haufigsten vorkommenden
Polyphenole und finden sich insbesondere in Apfeln, Zwiebeln, Beeren, Rotwein, Niissen,
Schokolade, Soja und Tee. Flavonoide gehoren zu den bestuntersuchtesten sekundaren

Pflanzenstoffen. lhnen werden positive Effekte bei Herz-Kreislauferkrankungen und
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bestimmten Krebserkrankungen zugeschrieben (Deutsche Gesellschaft fur Erndahrung 2012).
In einer Metaanalyse von 2012 ging nur die Aufnahme des Flavonols Epicatechin mit einer
statistisch signifikanten Risikoreduktion fur die Entwicklung eines Kolonkarzinoms einher (Jin
et al. 2012). In einer anderen Metaanalyse erzielten auch Flavonol-, Flavan-3-ol-,
Proanthocyanidin- und Anthocyanidinzufuhr einen positiven Effekt (Woo und Kim 2013). Auch
auf Blutdruck und Endothelfunktion scheinen Flavonoide eine positive, aber nicht dosislineare

Wirkung zu haben (Kay et al. 2012).

In einer weiteren Metanalyse wurde die Wirkung von Flavonoiden auf das Brustkrebsrisiko
untersucht. Nur die Zufuhr von Flavonolen und Flavonen geht mit einer Riskoreduktion einher,
nicht aber die Einnahme anderer Flavonoid-Klassen. Von diesem Effekt profitierten besonders
postmenopausale Frauen (Hui et al. 2013). Nicht nur in der Pravention kbnnen Flavonoide
wirksam zu sein, auch bei der Behandlung von Brustkrebs mit Multi Drug Resistance scheint
eine Einnahme sich positiv auszuwirken. Die Wirkung wird hier Uber verschiedene
Signalkaskaden, aber auch Sensibilisierung gegeniiber oxidativem Stress oder Inaktivierung
der Zytostatika-Ausschleusung der Tumorzellen vermittelt, wie in dieser Ubersichtsarbeit
dargestellt (Costea et al. 2020). Die Wirkung der Flavonoide soll zumindest partiell auch tGber
die Ostrogenrezeptoren vermittelt werden (Breinholt und Larsen 1998). Manche Forscher
ordnen das Flavonol Quercetin, welches auch im Sanddorn vorkommt, deshalb beispielsweise
sogar den Phytodstrogenen zu (van der Woude et al. 2005). Die Phytodstrogene sind
Substanzen, die den Ostrogenen strukturell dhneln und mit ihnen um den Ostrogenrezeptor
konkurrieren und hier agonistische oder antagonistische Wirkungen haben kénnen (Efferth
2006). Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit die Wirkung der Extrakte auf ER-positive und -

negative Brustkrebszelllinien untersucht.

Regelhaft den Phytoostrogen zugeordnet werden die Vertreter der Isoflavonoide. Sie sind die
am ausflhrlichsten untersuchten Phytodstrogene. Diese kommen in besonders groBen
Mengen, mit Genistein und Daidzein als Hauptvertretern, in Sojabohnen vor (Foth 2003).

Andere Isoflavone sind Glycitein, Formononetin, Biochanin A und die jeweiligen Glykoside.

Die Wirkung am ER ist konzentrationsabhdngig. So wirkt Genistein auf MCF-7-
Mammakarzinomzellen, welche auch in dieser Arbeit verwendet wurden, in niedrigeren

Dosierungen proliferationssteigernd und in héheren Dosierungen proliferationshemmend
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(Hsieh et al. 1998). Eine japanische Studie (Takeuchi et al. 2009) ergab, dass die meisten
Phytodstrogene am B-ER eine starkere agonistische Wirkung haben als am a-ER, ihre Aktivitat
zeigt aber nur einen Bruchteil der Aktivitdt des Estradiols. In der Leber scheinen
Phytoostrogene eine Erhéhung der SHBG-Produktion zu verursachen und damit die Level an
frei zirkulierenden Ostrogenen und Testosteron zu senken und somit auch das Risiko fiir

hormonabhangige Tumoren zu senken (Adlercreutz et al. 1987).

Die sojareiche Ernahrung soll die Ursache fiir das verminderte Risiko fir Erkrankungen wie
Brust- und Prostatakarzinom, Herzkreislauferkrankungen und Dickdarmkrebs in den
asiatischen Landern sein (Adlercreutz und Mazur 1997). Die durchschnittliche Aufnahme von
Isoflavonoiden in asiatischen Landern betrdgt ca. 50 mg/d, bei traditioneller japanischer
Erndhrung werden sogar 200 mg/d erreicht. In den westlichen Landern werden dagegen nur
etwa 5 mg/d aufgenommen (Foth 2003). Eine Metaanalyse von 2013 (Xie et al. 2013) zeigte,
dass bei asiatischen Frauen eine hohe Isoflavonoidzufuhr im Vergleich zu einer niedrigen das
Risiko fur das Auftreten von Brustkrebs um 30 % reduziert. Dieser Effekt war bei
postmenopausalen Frauen besonders stark ausgepragt. Flir westliche Frauen gilt dies nicht.
Die Hypothese hierfiir ist, dass eine sojareiche Erndahrung besonders in jungen Lebensjahren
einen protektiven Effekt hat, der lebenslang anhélt (Messina 2016). Unterstiitzt wird diese
These durch Migrationsstudien, in denen eine spate Migration meist keine Auswirkung auf das
urspriingliche populationsbezogene Brustkrebsrisiko hat und eine friihe Migration zu einem
dhnlichen Risikoprofil wie in der Zielgesellschaft flihrt (Ziegler et al. 1993; Stanford et al. 1995).
Ein erhohtes Risiko bei erhohter Isoflavonoidzufuhr bei bestehendem Brustkrebs oder nach
dessen Therapie besteht jedoch nicht (Adlercreutz 2002). Einige Studien weisen darauf hin,
dass Isoflavonoide auch bei Wechseljahresbeschwerden einen glinstigen Einfluss haben
konnen, aber dies gilt nur bei einigen Sojazubereitungsformen und lasst sich nicht immer vom
Placebo-Effekt abgrenzen (Foth 2003). Allerdings kommen die vasomotorischen Beschwerden
der Menopause in Japan viel seltener vor, als in westlichen Landern (Foth 2003). Insofern ist
ein Zusammenhang mit der Erndhrung zumindest anzunehmen. Auch auf die
postmenopausale Knochendichte konnte ein positiver Effekt nachgewiesen werden (Foth

2003).

Bei den Angaben zu phytodstrogenhaltigen Nahrungsmitteln fallt auf, dass sich die Gehalte

stark unterscheiden, was wahrscheinlich an unterschiedlichen Detektionsmethoden,
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unterschiedlichen Anbaubedingungen oder verschiedenen Methoden der industriellen
Verarbeitung der Lebensmittel liegt (Adlercreutz und Mazur 1997; Thompson et al. 2006;
Horn-Ross et al. 2000). Der Garprozess scheint den Phytodstrogengehalt jedoch nicht zu
verandern. Der Zusatz von Sojabestandteilen in industriell verarbeiteten Lebensmitteln ist
auch in traditionell nicht-soja-verzehrenden Populationen eine signifikante Quelle fir

Isoflavonoide (Boghog?2 in Wikimedia Commons 2009; Horn-Ross et al. 2000).

1.8 Sanddorn

Eine einheimische Pflanze mit einem hohen Anteil an sekunddren Pflanzenstoffe ist der
Sanddorn (Hippophae rhamnoides), ein besonders in Asien und Europa verbreiteter Strauch
von zwei bis vier Metern Wuchshoéhe aus der Familie der Elaeagnaceae. Der Name Hippophae
setzt sich aus den Worten flir Pferd und scheinen zusammen und deutet darauf hin, dass Teile
der Pflanze an Pferde verfittert wurden, um fir ein gepflegtes, schimmerndes Fell zu sorgen.
Rhamnoides weist auf die Bedornung hin, denn die braun-grauen Zweige sind mit Dornen
bewehrt. Die lanzettformigen schmalen Blatter sind auf der Oberseite graugriin gefarbt und
auf der Unterseite silbrig behaart. Charakteristisch sind die kleinen orangen Beeren (siehe
Abbildung 7). Die Pflanze findet sich in Deutschland vor allem entlang der Ostseekiiste in

Dinengebieten und an Flusslaufen (Li et al. 1996).

Der Sanddorn ist eine dullerst robuste Pflanze und kann auch unter widrigen Umstéanden
gedeihen. Im Jahr 1938 importierte man Sanddorn aus Russland nach Kanada, um sie dort in
den kargen Prarien anzupflanzen. Einerseits beugt das schnell wachsende, stark ausgepragte
oberflachliche Wurzelsystem des Sanddorns einer Bodenerosion vor, andererseits wird der
Boden durch Stickstofffixierung durch symbiontisch lebende Bakterien und das Konservieren
wichtiger Nahrstoffe aufgewertet. Sanddorn eignet sich somit hervorragend als
Grenzbepflanzung und zur Renaturierung von Halden und Tagebaugebieten. Das dichte
Buschwerk dient nicht nur Vogeln als Habitat, sondern auch anderen Wildtieren (Li et al.
1996). Zudem werden die Beeren und die darin enthaltenen Kerne sowie Blatter vielfiltig als
Nahrungsmittel und zur Hautpflege genutzt. In der Volksheilkunde werden mit
Sanddornzubereitungen traditionell Husten, Verdauungsprobleme, Kreislaufschwache,
Schmerzen und Haut- und Schleimhautdefekte behandelt (Li et al. 1996; Wani et al. 2016).

Einen Uberblick Giber Sanddornbestandteile, den Gehalt an bioaktiven Komponenten und ihre

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock



17

Einleitung

Nutzung gibt Tabelle 1. Im Fokus stehen seit einiger Zeit aber nicht nur die Friichte und Samen
des Sanddorn, sondern auch vermehrt die antiinflammatorischen, immunmodulatorischen
(Ganju et al. 2005), antioxidativen (Geetha et al. 2003), antibakteriellen, zytoprotektiven
(Upadhyay et al. 2010) und antineoplastischen (Teng et al. 2006) Eigenschaften der
Sanddornblatter. Diese fallen bei der Beerenernte mit an, bei der fruchttragende Zweige von
der Pflanze abgetrennt und tiefgefroren werden, um anschlieRend die Beeren abzuschiitteln
(Li et al. 1996). Diese vielfaltig nutzbare Pflanze ist ein Hoffnungstrdger bei der Bekdmpfung

von Volkskrankheiten wie Krebs, Ubergewicht und Atherosklerose.

In der letzten Zeit fiel in Plantagen in Mecklenburg-Vorpommern, aber auch in Wildbestanden
und auf anderen Kontinenten, ein zunehmendes Absterben erst einzelner Aste und dann
ganzer Sanddornpflanzen auf. Eine Anfrage beim Landesamt fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei M-V ergab, dass derzeit (Stand 03/2020) ein
Forschungsprojekt zur Aufklarung der Schadursache beantragt ist. Die Vorarbeiten haben
bisher aber zu keinen eindeutigen Ergebnissen gefiihrt. Die Vermutung besteht, dass pilzliche
Schaderreger eine Rolle spielen kdnnten. Auch in der internationalen Forschung wurden

bisher keine Ergebnisse hierzu veroffentlicht.

Abbildung 7: Sanddorn mit Friichten, Bldttern und Dornen (Karunakar Rayker in Wikimedia Commons 2008).
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Tabelle 1: Bestandteile des Sanddorns, bioaktive Inhaltsstoffe und bisherige Nutzung (Wani et
al. 2016; Yang et al. 2006; Li et al. 1996; Geetha et al. 2003; Guan et al. 2005; Michel et al.

2012):

Bestandteil | Bioaktive Inhaltsstoffe Nutzung

Alle Vitamine (A, C, E, Riboflavin, Folsaure, K) Futtermittel,

Pflanzen- Karotinoide (a-, B-Karotine, Lycopin) Heckenpflanze,

teile Flavonoide Vogelnahrung im Winter,
Organische Sauren (Apfelsdure, Oxalsdure) Bodenerosionsschutz
Phytosterole (Ergosterol, Stigmasterin,
Lanosterol, Amyrin)
Einige essentielle Aminosduren

Frichte Hoher Vitamin C-Gehalt (abhangig vom Nahrungsmittel (Saft, Likor,
Reifegrad bis 360 mg/100g) Konfitlre, StRigkeiten, Tee)
Flavonoide (frisch: 120-1000 mg/100g) Olige Bestandteile: s. Kerne
Vitamin E (Tocopherole, Tocotrienole) Pressriickstand:
Einfach ungesattigte Fettsauren Futtermittel
Phytoostrogene (Lignane)

Kerne Vitamin E Olige Bestandteile:
Ungesattigte Fettsauren Therapeutika fir Mukositis,
Triglycerin Sonnenbrand,
Flavonoide (Kaempherol, Catechine) Strahlenschaden,

gastrointestinale Ulcera,
Kosmetika

Blatter Flavonoide (Kaempherol, Isorhamnetin, Tee
Quercetin, Epicatechin) (Phenolgehalt 2218
mg/ 100 g Frischblatt)
Leukoanthocyanidin, Tannine, Triterpene

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock



19

Zielstellung

2 Zielstellung

Brustkrebs ist die haufigste Todesursache bei Frauen zwischen 30 und 60 Jahren in der
westlichen Welt mit weiter steigender Inzidenz. Viele neue Therapieoptionen entstammen
dem Pflanzenreich, auch die gesundheitsfordernde und sogar tumorpraventive Wirkung vieler

sekundarer Pflanzenstoffe ist bekannt, wobei hier noch viel Forschungsbedarf besteht.

Sanddorn enthélt einen hohen Anteil sekundarer Pflanzenstoffe, vor allem Flavonoide. Bei den
isolierten Flavonoiden des Sanddorns wurden bereits antineoplastische Eigenschaften
nachgewiesen (Teng et al. 2006). Bisher wurden jedoch vor allem die Friichte und Kerne
untersucht, obwohl die meisten sekundaren Pflanzenstoffe in allen Teilen der Pflanze
vorkommen (siehe Tabelle 1). Da auch die Blatter bei der Ernte der Friichte anfallen, eignen

sie sich besonders als moglicher Ausgangsstoff fir Produktentwicklungen.

In der vorliegenden Arbeit wird die antineoplastische Wirkung von jeweils zwei nichtwassrigen
und zwei wassrigen unterschiedlichen Sanddornblatterextrakten in verschiedenen
Dosierungen bei Ostrogen-/ Progesteronrezeptor-positiven und —negativen
Mammakarzinomzellen sowie bei benigne entarteten Zelllinien und einer normalen humanen
Mammazelllinie in-vitro getestet. Die Zellen werden hinsichtlich ihres Rezeptorstatus

immunhistochemisch charakterisiert.

Messparameter sind die Inhibition der Zellproliferationshemmung durch die Inkubation mit
den vier Extrakten und verschiedene Stoffwechseluntersuchungen wie die Veranderungen
von pH-Wert, der Glukosekonzentration und von Parametern fiir den oxidativen Stress. 17f3-
Estradiol und Tamoxifen dienen als Kontrollsubstanzen zur Einschatzung des Einflusses des

Rezeptorstatus.

Ziel der Untersuchung ist, herauszufinden, ob die Sanddornblatterextrakte bei den
Mammakarzinomzellen antiproliferativ wirken, ohne jedoch bei normalen Mammazellen
zytotoxische Effekte zu zeigen. Bei einem derartigen Ergebnis kdnnten sie fiir einen Einsatz in

der Pravention und Therapie von Brustkrebs geeignet sein und weiterentwickelt werden.
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3 Material und Methoden

Vorbemerkung: Alle verwendeten Materialien und Gerate werden im Anhang aufgelistet.

3.1 Pflanzenmaterial

Das Ausgangsmaterial der Extrakte stammt von weiblichen Vertretern des Kiistensanddorns
(Hippophae rhamnoides subsp. Rhamnoides) vom Standort Rostock/Gehlsdorf. Die Straucher
wachsen dort in natiirlich vorkommenden Bestanden. Die Laubblatter wurden zweizeitig von
Hand geerntet. Fir die Extrakte aus Luyengi- und Mikrowellenextraktion (vergl. 3.2 und 3.3)
wurden Blatter aus der Winterernte im Dezember 2011 verwendet, welche bei trockenem,
frostfreiem Wetter erfolgte. Die zweite Ernte fand im Sommer 2012 Anfang September bei
ebenfalls trockener Wetterlage statt. Die gewonnenen frischen bzw. getrockneten Blatter
wurden fir die teeanaloge wassrige Extraktion genutzt (vergl. 3.4). Nach der Ernte wurden
die Blatter in 50ml-Eppendorf-Réhrchen bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die

Untersuchungen wurden in den Jahren 2012-2013 durchgefiihrt.

3.2 Extraktion nach der Mikrowellenextraktionsmethode

Vor der Mikrowellenextraktion wurden 50 g der frischen Laubblatter aus der Winterernte im
Institut flir Chemie, Universitdt Rostock, in einem Trockenschrank (Binder) bei 70°C fiir 24 h
getrocknet. Die Temperaturbegrenzung war wichtig, da ab einer Trocknungstemperatur ab
80°C ein Teil der phenolischen Inhaltsstoffe verloren geht (Guan et al. 2005). Es resultierten
30 g Laubdroge, die in 9 spezielle Teflon-Schraubréhrchen zu je 3 g Uberfiihrt wurde. Die
Roéhrchen wurden mit je 20 ml Methanol reinst versetzt. Fir die Extraktion wurde das
Mikrowellengerat MarsXpress genutzt, das die Moglichkeit der temperaturgesteuerten
Leistungsanpassung und mit dem Programm LIGFLAV1-Xpress eine spezielle Einstellung zur
Extraktion sekundarer Pflanzenstoffe bietet. Der Zyklus beginnt mit einer 10-mintigen
Aufwarmphase auf 60°C, in den nachsten 10 Minuten wird diese Temperatur gehalten und
anschlieflend auf 40°C abgekihlt. Am Ende dieses Zyklus wurden die R6hrchen entnommen
und geschittelt. Nach weiteren zwei Zyklen einschlieBlich Verschiittelung wurde der Extrakt
aus allen Rohrchen Uber ein Sieb und einen Filter mittels einer Unterdruckpumpe in einen
Erlenmeyer-Kolben dekantiert (Kaufmann und Christen 2002). Anschliefend wurde im Institut

flr Biologie der Universitat Rostock die Ausbeute (80 ml) am Vakuumrotationsverdampfer in

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock



21
Material und Methoden

einem in 45°C warmen Wasserbad rotierenden Rundkolben eingeengt. Um den Siedepunkt
nach unten zu verlagern, war eine Vakuumpumpe angeschlossen, die bei zunehmender
Viskositat der Probe von 330 mbar auf 60 mbar heruntergeregelt wurde, um den Prozess zu
beschleunigen bei gleichzeitiger Schonung der Inhaltsstoffe der Probe (Szewczyk 2007). Zur
vollstandigen Trocknung verblieb der Kolben mit der Probe liber Nacht in einen Silicagel-
Exsikkator. Der Trockenextrakt wurde dann gewogen, die Ausbeute betrug 3,6232 g. Er

verblieb bis zur Nutzung in einem licht- und feuchtigkeitsgeschitzten Kiihlschrank.

3.3 Extraktion nach Luyengi

Bei dieser Methode handelt es sich um eine modifizierte Methode (Szewczyk 2007) zur Lignan-
Isolierung (Luyengi et al. 1996). 35 g des gefrorenen Materials aus der Winterernte wurden
grob gemorsert, in einen Erlenmeyer-Rundkolben Gberfiihrt und mit 310 ml Methanol reinst
versetzt. Unter einem Abzug wurde mit Hilfe des Rotationsverdampfers die Probe unter
Rickfluss des Methanols bei 70-75°C fir 15 min gekocht. Der auf Zimmertemperatur
abgekiihlte Extrakt wurde Gber einen 150 mm Faltenfilter zweimalig filtriert, das Filtrat wurde
dann im Vakuumrotationsverdampfer bei 45°C eingeengt, wobei der Druck wie oben
beschrieben von 330 auf 60 mbar verringert wurde. Die Probe wurde in 7 ml Aqua dest.
aufgenommen, im Ultraschallbad gelost und in ein Falcon-R6hrchen Uberfiihrt. Da noch
Konglomerate sichtbar waren, wurden weitere 13 ml aqua dest. zugefiigt. Nach Ausschitteln
des Extraktes mit 29 ml Ethylacetat wurde die obere Phase mittels Pasteurpipette in einen
zuvor ausgewogenen Rundkolben Uberfiihrt. Die untere Phase wurde noch zweimal mit je 8
ml Ethylacetat ausgeschiittelt und die jeweils obere Phase ebenfalls iberfiihrt. Die obere
Phase wurde bei 45°C mit dem Rotationsverdampfer eingedampft, der Kolben dann zum
Lichtschutz mit Aluminiumpapier umschlossen und in den Silicagel-Exsikkator Giber Nacht zum

Trocknen gelegt. Es ergaben sich 1,7575 g Trockenextrakt.

3.4 Teeanaloge Extraktion aus frischem und getrocknetem Pflanzenmaterial

Fir den teeanalogen Extrakt (im Weiteren: wassrigen Extrakt) aus getrockneten
Sanddornblattern wurden 27,44 g Frischmaterial im Trockenschrank bei 70°C fiur 8 h
getrocknet und auf Raumtemperatur abgekiihlt. Es ergaben sich 11,82 g Teedroge. Davon
wurden je 4 g wurden grob zerkleinert, in einen Teefilter (Melitta) gegeben und zusammen

mit je 100 ml Leitungswasser und vier Siedesteinchen auf einer Heizplatte (Heidolph) auf
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100°C erhitzt und fir 15 min gesiedet. Um fiir den Frischblattextrakt ein vergleichbares
Verhaltnis zu bekommen, wurden 9,30 g der Frischprobe in der gleichen Weise verarbeitet.
Die wassrigen Extrakte wurden in abgekihlten Zustand lber einen Faltentrichter filtriert. Zur
Evaluation des Trockenanteils wurden je Extrakt drei Eppendorf-Rohrchen ausgewogen und
mit je 500 pl des Extraktes befllt. Er wurde mit Hilfe des eppendorf Concentrator 5301 fur
2 h eingeengt, die Rohrchen wurden anschlieBend wieder gewogen und das Gewicht des
Extraktanteils gemittelt. Es ergaben sich eine Ausgangskonzentration von 0,01127 g/ml fur
den trockenen teeanalogen Extrakt (im Weiteren als Trockener Teeextrakt bezeichnet) und
0,0108 g/ml fur den frischen teeanalogen Extrakt (im Weiteren als Frischer Teeextrakt
bezeichnet). Zur Herstellung von Stammldsungen mit definierter Konzentration wurden die
Gewichte der Feststoffe bestimmt: Die Extrakte wurden in ausgewogene Rundkolben
Uberfiihrt und am Vakuumrotationsverdampfer bei 80°C und 225 mbar eingeengt. Die Proben
wurden zur vollstandigen Trocknung Gber Nacht im Silicagel-Exsikkator gelagert, anschlieRend
gewogen und mit Aqua dest. zur Stammldsung mit einer Konzentration von 100 mg/ml im

Ultraschallbad verdiinnt. Die Extrakte wurden luftdicht bei -70°C gelagert.

3.5 Zelllinien

Fir die Untersuchungen zur Wirkung der Extrakte wurden verschiedene Zelllinien humaner
Mamma-Zellen verwendet, die sich hinsichtlich der Benignitat oder der Rezeptorauspragung

unterscheiden. Alle diese Zelllinien wachsen adharent auf dem Boden von Zellkulturflaschen.

3.5.1 MCF-7

Die als MCF-7 bezeichnete Zelllinie ist eine  Ostrogenrezeptor-positive
Mammakarzinomzelllinie eines epithelialen Adenokarzinoms. Sie wird dem Luminal B-Subtyp
zugeordnet, da sie sowohl Ostrogen- als auch Progesteronrezeptor-positiv ist, keine Her2-neu-
Uberexpression ausbildet und hohe Proliferationsraten aufweist (Prat et al. 2013). Sie

entstammt dem malignen Pleuraerguss einer 69-jahrigen Kaukasierin (ATCC 2016d).
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Abbildung 8: MCF-7, 10. Passage, 10-fache Vergréf3erung, Pfeil markiert eine Zelle (Foto: A.-M. Kunert).

3.5.2 BT-20

BT-20 ist eine Ostrogenrezeptor-negative Mammakarzinomzelllinie, aus einem Tumor einer
74-jahrigen Kaukasierin. Da hier keine Hormonrezeptoren und auch kein Her2-neu ausgepragt
sind, wird diese Zelllinie als ,triple negativ” oder , basal like” eingeordnet (Subik et al. 2010).
Sie weist aber eine Ostrogenrezeptor-mRNA mit einer Deletion im Exon 5 auf. Das Wachstum
der BT-20-Zelllinie wird durch den Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-a) inhibiert (ATCC
2016a).

Abbildung 9: BT-20, 21. Passage, 20-fache VergréfSerung, Pfeil markiert eine Zelle (Foto: D.-U. Richter).
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3.5.3 T-47D

Diese Zelllinie stammt aus einem malignen Pleuraerguss bei einem infiltrierenden duktalen
Mammakarzinom einer 54-jshrigen Frau. Es werden sowohl Ostrogen- als auch
Progesteronrezeptoren, sowie Calcitonin-, Androgen-, Glucocorticoid- und Prolaktin-
Rezeptoren exprimiert. Die Zelllinie ist Gberwiegend hypertriploid (ATCC 2016e). Sie wird dem

molekularen Subtyp Luminal B (Her2/neu-negativ) zugeordnet (Prat et al. 2013).

Abbildung 10: T-47D, 18. Passage, 20-fache Vergréfierung, Pfeil markiert eine Zelle (Foto: D.-U. Richter).

3.5.4 MCF-12A

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um nichttumorése Mammaepithelzellen einer 60-jahrigen
Kaukasierin, die bei einer Mammareduktionsplastik bei Mastopathie mit fokalen Arealen mit
intraduktaler Hyperplasie separiert wurden. Die Zellen sind genetisch modifiziert, so dass eine
Apoptose nicht eingeleitet wird (ATCC 2016c). Es werden Ostrogenrezeptoren exprimiert

(Marchese und Silva 2012).

Abbildung 11: MCF-12A, 12. Passage, 20-fache Vergréf3erung, Pfeil markiert eine Zelle (Foto: D.-U. Richter).
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3.5.5 MCF-10A

Diese Zelllinie stammt von einem Praparat bei Mastopathie einer 36-jahrigen Kaukasierin und
ist nicht tumords. Sie exprimiert keine Hormonrezeptoren oder Her2/neu und ist damit ,triple

negativ” oder ,basal like” (Subik et al. 2010; ATCC 2016b).

Abbildung 12: MCF 10A, 9. Passage, 20-fache VergréfSerung, Pfeil markiert eine Zelle (Foto: D.-U. Richter).

3.5.6 HMEPC

Diese Zelllinie stammt von gesunden humanen Mammazellen, die nicht transformiert oder

mutiert sind und somit eine begrenzte Lebens- und Passagedauer haben (provitro 2016a).

Abbildung 13: HMEPC, 1. Passage, 32-fache Vergréf3erung, Pfeil markiert eine Zelle (Foto: D.-U. Richter).
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Die Eigenschaften und Bezugsquellen der verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Zelllinienlbersicht mit Herkunft, Rezeptorstatus und Bezugsort:

Zelllinie | Art Eigenschaft Firma Bezugsnummer

MCF-7 Mammakarzinom- a-, B- ER positiv | ATCC® ATCC® HTB-22™
Zellinie PR positiv (ATCC 2016d)
(Adenokarzinom)

BT-20 Mammakarzinom- a-, B- ER negativ | ATCC® ATCC® HTB-19
Zellinie PR negativ (ATCC 2016a)

T-47D Mammakarzinom- a-, B- ER positiv | ATCC® ATCC® HTB-133
Zellinie (duktales PR positiv (ATCC 2016e)
Karzinom)

MCF-12A | Nichttumordse a-, B- ER positiv | ATCC® ATCC® CRL-10782
Mammaepithel-Zelllinie | PR positiv (ATCC 2016c)

MCF-10A | Nichttumordse a-, B- ER negativ | ATCC® ATCC® CRL-10317
Mammaepithel-Zelllinie | PR negativ (ATCC 2016b)

HMEPC Humane o-, B- ER positiv | provitro | 1210731
Mammaepithel Zellen PR positiv (provitro 2016a)

3.6 Zellkulturmedien

Fir die Zellkultivierung wurden unterschiedliche Medien genutzt, denen mittels FKS (Fetales
Kalberserum) oder Horse-Serum Wachstumsfaktoren und andere Proteine zugesetzt wurden.
Durch Zugabe von 1,0 % Penicillin/Streptomycin und 0,5 % Amphotericin B wurde das

Wachstum von Bakterien und Pilzen gehemmt.

MCF-7 lieB sich in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kultivieren. Es wurde durch
das Lésen von 26,89 g DMEM, 5,2 g Hepes und 6 g NaHCOs in 2 | Aqua dest. hergestellt und
mit 10 % FKS und den antimikrobiellen Wirkstoffen versetzt. Der pH-Wert wurde auf 7,4
eingestellt und das Medium anschlieBend unter sterilen Bedingungen filtriert. Nach dem
Aussdhen auf die Platten und Inkubation im Brutschrank fir 24 h bei 37°C, 5 % CO:

wasserdampfgesattigter Atmosphare (Standardbedingungen) erfolgte der Wechsel auf

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock



27
Material und Methoden

DMEM 5 % FKS hormonfrei, um die Einwirkung der im FKS enthaltenen Hormone bei den Tests

moglichst gering zu halten.

BT-20 wurde in Minimal essential Medium (MEM) mit 10% FKS und den anderen Zusatzen

kultiviert. Der Wechsel auf den Well-Platten erfolgte auf RPMI 10 % FKS hormonfrei.

T-47D wurde in Roswell Park Memorial Institute- Medium (RPMI) kultiviert und dann auf RPMI

10 % FKS hormonfrei gewechselt.

MCF-12A und MCF-10A wurden in Ham’s F12 mit 10 % Horse-Serum, Mammaepithel-
Supplement und 1,0 % Penicillin/Streptomycin und 0,5 % Amphotericin B kultiviert. Hier
erfolgte der Wechsel nach 24 h auf den Well-Platten auf Ham’s F12 10 % FKS hormonfrei.

Zur Kultivierung der HMEPC wurde das Mammary epithel cell growth medium, serum-free mit
Mammary epithelial cell Supplement-Mix, serum-free, 1,0 % Penicillin/Streptomycin und

0,5 % Amphotericin B versetzt (provitro 2016b).
3.7 Zellkultivierung

Vor der Zellkultur musste das Einfriermedium entfernt werden. Es bestand aus dem
entsprechenden Nahrmedium mit 20 % FKS und 10 % DMSO, das die Wasserkristallisation
beim Gefriervorgang und bei der Lagerung bei - 80°C verhindert. Alle Arbeiten mit den Zellen
wurden unter der Sterilbank erledigt. Die auf Raumtemperatur aufgetauten Zellen wurden in
ein 50 ml-Rohrchen Uberfliihrt und mit 15 ml des jeweiligen Ndhrmediums versetzt.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei 1000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen, die Zellen in 5 ml des jeweiligen Kulturmediums mittels Vortexmischer
resuspendiert, in eine kleine Zellkulturflasche {berfihrt und im Brutschrank unter
Standardbedingungen inkubiert. Die zunachst frei flotierenden Zellen adharierten Uber
Peptidbindungen am Flaschenboden und begannen sich zu teilen. Je nach

Proliferationsgeschwindigkeit wurde dreimal wdchentlich das Medium gewechselt.

Wenn lichtmikroskopisch ersichtlich wurde, dass auf dem Boden der Zellkulturflasche kein
Ausbreitungspotenzial (70 — 90 % konfluent) fur die Zellen mehr bestand, wurden diese in eine
nachstgrofRere Zellkulturflasche Uberfiihrt oder auf mehrere Zellkulturflaschen aufgeteilt. Fir
die Passage wurde das Medium abgesaugt und Reste des Serums durch die Zugabe von 3 ml
PBS abgesplilt. Der Puffer wurde dann verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen mit Trypsin

(Trypsin-EDTA 0,25 %) oder Accutase (400-600 units/mL, nur fur MCF-12A) zur Spaltung der
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Peptidbindungen fir 5 min bei 37°C inkubiert. Durch anschlieBendes Beklopfen der Flaschen
|6sten sich die Zellen vom Flaschenboden ab, Trypsin bzw. Accutase wurden durch Zugabe von
Kulturmedium mit FKS gebunden. Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml-Réhrchen pipettiert
und dann bei 1000 rpm fiir 5 min ohne Bremsschritt zentrifugiert. Nach Verwerfen des
Uberstandes wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert, in eine Zellkulturflasche

Uberfiihrt und im Brutschrank unter Standardbedingungen gelagert.

3.8 Ermittlung der Lebendzellzahl

Zur Reproduzierbarkeit der eingesetzten Zellzahl wurden die isolierten Zellen gezahlt. Daflir
wurden 20 pl Zellsuspension mit 360 pl Zellkulturmedium und 20 ul Trypanblau versetzt und
auf 1:20 verdiinnt. Trypanblau farbt nur avitale, jedoch keine lebenden Zellen an. Eine Biirker-
Zahlkammer wurde mit einem Deckgldschen belegt, von jeder Seite mit 10 pl Losung beschickt
und die farblosen Zellen in jeweils 25 Quadraten beider Seiten der Kammer mit dem
Lichtmikroskop ausgezahlt. Die Lebendzellzahl pro ml Ausgangssuspension wurde mit der
untenstehenden Formel ermittelt. Da zweimal 25 Quadrate ausgezahlt wurden, halbiert sich

der Verdliinnungsfaktor.
Zellzahl (aus 2 x 25 Quadraten) x 10 (Verdiinnung)x 10* = Zellen/ml

3.9 Immunhistochemie

3.9.1 Prinzip

Die Rezeptorauspriagung der untersuchten Zellreihen hinsichtlich a-Ostrogen-, B-Ostrogen-
und Progesteronrezeptor wurde immunhistochemisch nachgewiesen. Als relativ spezifischer
Primarantikorper wurde Avidin verwendet, das vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt und
seinerseits eine biotinylierte Meerrettich-Peroxidase als sekundaren Antikérper binden kann,
die bei Zugabe des sensitiven Chromogens ,LinRed” durch die Peroxidasereaktion zur

Rotfarbung des entsprechenden Zellabschnittes flihrt.

3.9.2 Durchflhrung

Auf einer 24 Well-Platte wurden je Well 300 pl einer 200. 000 Zellen / ml- Suspension ausgesat.
Sie wurde fur 48 h bei Standardbedingungen inkubiert. Nach Entfernung des Mediums und

dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 300 ul ,Formafix“ 4% (Grimm med.

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock



29
Material und Methoden

Recycling GmbH) fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden sie mit 300 pl 0,3 %
H,0; fiir 30 min inkubiert, um die endogene Peroxidaseaktivitat der Zellen zu inhibieren. Nach
erneutem zweimaligem Waschen wurden die Zellen fir 20 min mit vier Tropfen Horse Serum
(50 pl) inkubiert, um das endogene Biotin zu blockieren. Nach Entfernung des Serums (auller
bei der Negativkontrolle) wurden die Zellen mit 200 pl des Primarantikorpers Gber Nacht bei
8°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Antikoérper entfernt und die Zellen mit PBS dreimal
gewaschen. Nach Zugabe des sekundaren Antikorpers (200 ul/Well) folgte die Inkubation bei
Raumtemperatur fir 30 min, anschlieBend ein dreimaliger Waschvorgang. Nach Zugabe von
vier Tropfen (50 pl/Well) ,LinRed” wurden die Zellen fir ca. 10 min lichtgeschitzt inkubiert.
Bei ausreichender Farbung der Zellen wurde die Reaktion mit Leitungswasser abgestoppt, der

Rezeptorstatus wurde lichtmikroskopisch beurteilt und fotografiert (Abutayeh 2014).

3.10 Untersuchungen zur Zellproliferation und Zytotoxizitat

Die Zellproliferation unter Extrakteinfluss und die Zytotoxizitat wurden mit Hilfe des BrdU-

Zellproliferationstests bzw. mittels LDH-Zytotoxizitatstest bestimmt.

Die Zellsuspensionen wurden zur Vorbereitung mit dem entsprechenden Medium auf eine
Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ ml verdiinnt, auf 96-Wellplatten (100 pl/Well) ausgesat und Gber
Nacht im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. Es wurden 4 x 4-fach

Bestimmungen durchgefiihrt.

3.10.1 Aufarbeitung der Extrakte und Kontrollen

Fiir die Untersuchungen wurden der Mikrowellen- und Luyengiextrakt in Ethanol 96 %
(Stammkonzentration: 100 mg/ml) verwendet. Die Teeextrakte wurden mit Aqua dest. auf
eine Stammkonzentration von 100 mg/ml eingestellt. Aus diesen Stammldésungen wurden die
Ausgangskonzentrationsverdiinnungen fiir die Tests hergestellt (vergl. Tabelle 3). Auf den
Wellplatten wurden diese dann 1:100 mit dem jeweiligen Medium verdinnt. Fir die
Positivkontrollen wurden 17B-Estradiol und Tamoxifen in Ethanol 96 % geldst. Die
Ausgangskonzentrationen 2,7 x 10 7 mg/ml (17B-Estradiol) und 5,63 x 10 2 mg/ml (Tamoxifen)
wurden ebenfalls 1:100 mit dem jeweiligen Medium verdiinnt. Fir den LDH-Zytotoxizitatstest
wurde aullerdem Triton X-100 als high-control (Endkonzentration 1 %) mitgefiihrt. Die

Negativkontrolle 1 bestand aus Zellen und Medium, die Negativkontrolle 2 aus Zellen, Medium
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und Ethanol (Endkonzentration 1 %). Auf jeder Well-Platte wurde ein Leerwert (Nahrmedium)

mitgefihrt.

Tabelle 3: Endkonzentrationen der Extrakte und Kontrollen:

Ausgangskonzentration—>
Endkonzentration der Extrakte
(Luyengi-, Mikrowellen-,

Ausgangskonzentration—>
Endkonzentration der
Positivkontolle 178-

Ausgangskonzentration—>
Endkonzentration der
Positivkontrolle Tamoxifen

trockener Tee-, frischer Estradiol

Teeextrakt)

100 mg/ml=>1000 pg/ml 10° mol/l & 10*mol/I &

75 mg/ml = 750 pg/ml 2,7x107 mg/ml 5,63x102 mg/ml
50 mg/ml = 500 pg/ml > >

25 mg/ml = 250 pg/ml 2,7x10° mg/ml 5,63x10* mg/ml

10 mg/ml - 100 pg/ml
1 mg/ml > 10 pg/ml

3.10.2 LDH - Zytotoxizitat

3.10.2.1 Prinzip

Mit dem LDH-Zytotoxizitdts-Test kann die Zelllyse durch Schadigung der Zellmembran
guantitativ bestimmt werden. Es handelt sich um ein kolorimetrisches Testverfahren. Die
Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym, das bei Schadigung der
Zellmembran rasch in das Kulturmedium austritt. Im ersten Schritt wird bei der durch LDH
katalysierten Reaktion Laktat zu Pyruvat konvertiert, wobei NAD* zu NADH/H* reduziert wird.
Im zweiten Schritt transferiert der zugegebene Katalysator Diaphorase H/H*vom NADH/H*auf
das ebenfalls zugegebene gelbe Tetrazoliumsalz INT, das dadurch zum roten Formazansalz
reagiert. Dabei wird das NADH/H* zu NAD* oxidiert. Die rote Farbung kann durch den ELISA-
Reader photometrisch bei einer Wellenlange von 490 nm quantifiziert werden. Die Anzahl der
avitalen Zellen ist direkt proportional zum freigesetzten LDH und der gebildeten Menge an

Formazansalz (Roche July 2005).
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1. Schritt
coo coo
] LDH |
HO—C—H c=0
| I
CHa CHs
Laktat Pyruvat
NAD* NADH + H*

2. Schritt
1 1
e J
.— ¢ o .— 1 or
N ',’:' Katalysator
ND:

Formazansalz Tetrazoliumsalz (schwach gelb)

Abbildung 14: Testprinzip des LDH-Zytotoxizitits-Testes , modifiziert nach: (Roche 2005).

3.10.2.2 Durchftihrung

Nach der Aussaat der Zellsuspension (100 ul/Well) wurden die Well-Platten fir 24 h unter
Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert. Dann wurde das Medium mit 198 pl der
jeweils hormonfreien Variante ausgewechselt, um den Einfluss der enthaltenen
Wachstumshormone moglichst gering zu halten. Die Wells wurden mit 2 pl der
Extraktverdiinnungen bzw. den entsprechenden Zusatzen fiir die Positiv- und
Negativkontrollen (NK) sowie der high-control beschickt. Nach 24 h Inkubation im Brutschrank
wurde die LDH-Aktivitat im Uberstand bestimmt. Dafiir werden 100 pl des Uberstandes je Well
auf eine neue Platte Uberfiihrt und dann 100 ul / Well Reaction mixture dazugegeben. Die
Platten wurden fir ca. 7 min bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert, bis sich die high-
control deutlich rot verfarbt hatte. Die Reaktion wurde mit 50 ul HCl / Well gestoppt. Die
Ergebnisse wurden am ELISA-Reader bei Wellenlange 490 nm und Referenzwellenlange von
620 nm ausgelesen. Die Zytotoxizitat wurde mit folgender Formel berechnet:
Extinktionp,,pe — Extinktionyg 1 oder 2

Zytotoxizitat % = —— — x100
ExtlnktlonHohe Kontrolle — ExtlnktwnNK 1 oder 2

3.10.3 BrdU- Zellproliferationstest

3.10.3.1 Prinzip

Der BrdU-Zellproliferationstest ist ein kolorimetrisches Immunoassay zur Bestimmung der

Zellproliferation. Er basiert darauf, dass nach Inkubation mit den Extrakten bzw. Kontrollen

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock



32
Material und Methoden

das zugesetzte BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridin) anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut
wird. Die Zellen werden anschlieBend fixiert und die DNA denaturiert, sodass ein BrdU-
Antikorper an das eingebaute BrdU binden und mittels der verknipften Peroxidase das
Substrat TMB (Tetramethylbenzidin) umsetzen kann. Der resultierende Farbumschlag kann
mittels ELISA-Reader quantifiziert werden und korreliert mit der Menge des eingebauten BrdU

und damit mit der Zellproliferationsrate (Roche August 2007).

3.10.3.2 Durchftihrung

Nach der Aussaat von 100 pl/ Well Zellsuspension wurden die Platten bei
Standardbedingungen fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Nach dem Wechsel des Mediums auf
99 ul der jeweils hormonfreien Variante und einer erneuten Inkubation Uber 24 h im
Brutschrank wurden die Wells mit 1 pl der jeweiligen Extraktverdiinnungen bzw. den Zusatzen
fur die Kontrollen beschickt. Neben den Positivkontrollen mit Tamoxifen und Estradiol und
Negativkotrollen 1 und 2 wurde zudem ein zellfreier Blindwert mitgefiihrt, um das AusmaR
der Bindung von BrdU und anti-BrdU-POD an den Plattenboden der Platten zu erfassen, sowie
eine Background-Kontrolle, die eine unspezifische Bindung der Anti-BrdU-POD an die Zellen
bei Abwesenheit von BrdU nachweisen sollte. Die Zellen wurden fir weitere 24 h im
Brutschrank unter Standardbedingungen und anschlieBend mit 10 pl / Well BrdU fiir 3 h im
Brutschrank inkubiert. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen fir 30 min mit
FixDenat denaturiert und fixiert. Nach Entfernung des FixDenat wurde Anti-BrdU-POD working
solution (100 pl /Well) hinzugefligt und die Zellen bei Raumtemperatur fiir 60 min inkubiert.
Nach Entfernung der Anti-BrdU-POD und dreimaliger Waschung mit PBS wurden 100 pul der
Substratlosung/Well hinzugefiigt und die Farbreaktion lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur flr
10-30 min abgewartet. Die Reaktion wurde mit 25 pl / Well H,SO4 gestoppt und die Ergebnisse
am ELISA-Reader bei 450 nm mit einer Referenz-Wellenldnge von 620 nm ausgelesen. Die
Zellproliferationsraten wurden mit folgender Formel berechnet:
Extinktionp,,pe. — Extinktiong;inawert

Zellproliferation % = —— — x 100
ExtlnktlonNegativkontrolle 2 ExtlnktwnBlindwert
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3.11 Lichtmikroskopische Beurteilung der Zellmorphologie

Da der LDH-Test wegen der starken Eigenfarbung der Extrakte mit einhergehender Absorption
anstelle von Extinktion in der photometrischen Messung nicht anwendbar war (vergl. 4.2),
wurde in einer Pilotstudie die Zellmorphologie der Zelllinie MCF-7 unter Einwirkung des

Luyengiextraktes lichtmikroskopisch erfasst, um Hinweise auf die Art der Wirkung zu erhalten.

3.11.1 Durchflhrung

250000 Zellen/ml MCF-7 wurden mit 300 pl/ Well Medium in eine 24-Wellplatte ausgesat und
im Brutschrank fur 24 h bei Standardbedingungen inkubiert. Nach dem Wechsel auf das
hormonfreie Medium DMEM 10 % FKS hormonfrei und weiteren 24 h Inkubation wurden 3 pl
des Luyengiextraktes bzw. die Kontrollldsungen zugegeben. Nach weiteren 24 h wurde der
Zelliberstand mit PBS vorsichtig mehrfach ausgewaschen. Die Zellmorphologie wurde
lichtmikroskopisch beurteilt, die Ergebnisse wurden fotografisch dokumentiert. Die
Beurteilung der Zellen wurde nach folgenden Kriterien vorgenommen: ZellgréRe und -form,

Zellkernform, Verhaltnis Zellkern zu Zellplasma, Zytogranula.

3.12 Untersuchungen zum Metabolismus der Zellen

3.12.1 Quantitative Glukosebestimmung

3.12.1.1 Prinzip

Der Glukosegehalt des Inkubationsmediums ist ein MaR fir die Intensitdt des
Zellstoffwechsels, da eine Reduktion der Zellvitalitat, die zur Abnahme des Glukosetransportes
und der Glykolyse fiihrt, in einem verminderten Abfall der extrazelluldren
Glukosekonzentration resultiert. Die Glukoseaufnahme in die Zellen kann quantifiziert
werden, das Testprinzip beruht auf dem enzymatischen Umsatz von Glukose zu Glukonat und
Wasserstoffperoxid (H,02) durch die Glukoseoxidase (Richter 2016). Bei Anwesenheit eines
Chromogen und einer Peroxidase kann ein Farbumschlag gesehen und mittels BIOSEN 4140

(Fa. Biosen) quantifiziert werden.

Peroxidase

GoD
Glukose + 0, + H,0 — Glukonat + H,0, + Chromogen ——— Farbstof fbildung
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3.12.1.2 Durchfiihrung

3 x 10° Zellen /ml Zellsuspension (100 pl/ Well) wurden auf eine 96-er Well-Platte ausgesat
und fir 24 h unter Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert. Nach dem Wechsel des
Mediums auf 99 ul des jeweils hormonfreien Mediums und erneuter Inkubation fiir 24 h im
Brutschrank, wurden die jeweiligen Extraktverdiinnungen und Kontrollsubstanzen zugegeben.
Nach weiteren 24 Inkubation unter Standardbedingungen wurden aus jedem Well 20 pl
Uberstand abpipettiert und in ein Glucose-Testréhrchen {berfiihrt. Die Glukoseaufnahme
wurde mit den folgenden Formeln berechnet:

mmol
Glukoseaufnahme [ l ]

mmol mmol

= Glukosegehalt [T]Medium — Glukosegehalt [T]pmbe

Glukoseaufnahme [%Ol] Probe

Glukoseaufnahme % = x 100

mmol
Glukoseaufnahme [T]Negativkontrolle
3.12.2 Bestimmung des oxidativen Stresses mittels Hydrogen Peroxide Assay Kit (BioVision)

3.12.2.1 Prinzip

Das Hydrogen Peroxide Assay Kit von BioVision ist eine hochsensitive, einfache, direkte
kolorimetrische Methode, um die H,O; -Konzentration in biologischen Proben zu messen.
Hierflir wird die Meerrettich-Peroxidase genutzt, die bei der Reaktion vom zugegebenen
OxiRed mit H,0; einen Farbumschlag auslost, der bei einer maximalen Wellenlange von 570

nm gemessen werden kann. Der Normbereich reicht bis 40 nmol/Well (BioVision 2014).

3.12.2.2 Durchfiihrung

3 x 10° Zellen /ml Zellsuspension (100 pl/Well) wurden auf eine 96-er Well-Platte ausgesat.
Die Zellkulturen wurden wie unter 3.12.1.2 beschrieben vorbehandelt. Nach Zugabe der
Extraktverdliinnungen bzw. Kontrollsubstanzen wurden sie 24 h unter Standardbedingungen
im Brutschrank inkubiert. Aus jedem Well wurden jeweils 100 pl Uberstand in ein
Eppendorfrohrchen lberfihrt. Nach der Zentrifugation (15 min, 1000 x G) wurden 50 pl des

Uberstandes in ein neues EppendorfgefiR Uberfiihrt. Zu jeder Probe und jedem H,O; -
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Standard wurden 50 ul Reaction-Mix gegeben und die Proben fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die photometrische Messung am ELISA-Reader bei 570 nm
durchgefiihrt. Anhand der H;0, —Standards wurde eine Standardkurve erstellt, mit der die

H.0,—Konzentrationen der Proben in nmol/Well berechnet wurden (Abbildung 15).

1.5 1

H;0; - Standardkurve

oD 570

0.5 1

y=0.121x + 0.0688

0 2 4 B 8 10 12

H,0, (nmol/well)

Abbildung 15: Beispiel einer Standardkurve, modifiziert nach (BioVision 2014).

3.12.3 pH-Messungen

3.12.3.1 Prinzip

Mit dem pH-Meter (Orion star® and star plus meter ®) wird der pH-Wert elektrochemisch

bestimmt.

3.12.3.2 Durchfiihrung

3 x 10° Zellen /ml Zellsuspension (100 pl/Well) wurden auf eine 96-er Well-Platte ausgesit.
Die Zellen wurden wie in 3.12.1.2 beschrieben behandelt, nach dem Aussiden und dem
Mediumwechsel auf hormonfreies Medium jeweils 24 h im Brutschrank inkubiert und dann
mit  Extrakten und Kontrollsubstanzen beschickt. Nach weiteren 24 h bei
Standardbedingungen wurde der Uberstand abpipettiert und in einem Eppendorftube bei
1000 x G zentrifugiert. Die pH-Messungen wurden mit dem pH-Meter im Uberstand
vorgenommen. Hierflr musste zuerst das pH-Meter mit Hilfe von Kalibrierldsungen mit
unterschiedlichen Standard-pH-Werten justiert werden. Die Messelektrode wurde dann in die

einzelnen Uberstinde getaucht, nach Einstellung des pH-Wertes wurde dieser protokolliert.
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3.13 Auswertung

Die Untersuchungen zur Zellproliferation mittels BrdU-Tests wurden fir jede Zelllinie viermal
wiederholt. Fir die jeweiligen Extraktkonzentrationen und Kontrollen wurden je Durchgang
Vierfach-Bestimmungen durchgefiihrt, sodass sich die Ergebnisse aus mindestens 16
Einzelwerten zusammensetzen. Zur Auswertung der Ergebnisse wurde von den vier
Einzelbestimmungen der Mittelwert gebildet und von diesem jeweils der Blindwert (reines
Medium) abgezogen. Die Negativkontrolle 2 (Ethanolkontrolle fiir Luyengiextrakt und
Mikrowellenextrakt) bzw. Negativkontrolle 1 (Mediumkontrolle fiir die beiden Teeextrakte)
wurde jeweils als 100 % gesetzt und dazu entsprechend die Extinktion der Proben ins

Verhaltnis gesetzt.

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS (IBM SPSS Statistics 24) verwendet.
Mittels ungepaartem T-Test wurde die Signifikanz der Werte, bezogen auf die
Negativkontrolle 1 oder 2, ermittelt. Alle Werte mit P < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a =
5 %) unterscheiden sich signifikant und sind mit einem Sternchen (*) in den Diagrammen

gekennzeichnet.

Die Untersuchungen zur metabolischen Analyse (Glukosetest, Bestimmung des oxidativen
Stresses, pH-Messung) wurden jeweils einmal durchgefiihrt. Es handelt sich also bei den
Ergebnissen zu den Extrakten um Einfachbestimmungen. Fiir die Kontrollen mit Tamoxifen

und Estradiol wurden jeweils vier Werte verwendet.

Die Diagrammdarstellung erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel 2010.
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4 Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der Immunhistochemie

Die Zelllinien MCF-7, BT-20, T-47D, MCF-12A, MCF-10A und HMEPC wurden hinsichtlich des
a-ER-, B-ER- und Progesteronrezeptorstatus untersucht. Eine Rotfarbung der Zellen spricht fur
das Vorhandensein des jeweiligen Rezeptors. Es wurde immer eine Negativkontrolle ohne
Primarantikorperzugabe zum Ausschluss unspezifische Bindungen mitgefiihrt. Hierbei sind die
Zellen farblos. In den untenstehenden Abbildungen (Abbildung 16-Abbildung 21) sind die

immunhistochemischen Untersuchungen der getesteten Zelllinien dargestellt.

Bei den Zelllinien MCF-7, T-47D, MCF-12A und der Mammanormalzelllinie HMEPC findet sich
eine deutliche Rotfarbung und somit ein positiver Rezeptorstatus fir sowohl den a-ER und B-

ER als auch den Progesteronrezeptor. Die Negativkontrollen sind farblos.

Fir die Zelllinien BT-20 und MCF-10A zeigte sich keine bzw. eine nur sehr schwache

Rotfarbung als Beleg fiir einen negativen a-ER-, B-ER- und Progesteronrezeptorstatus.
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4.1.1 MCF-7

e,

MCF-7, 21. Passage (21. PS), 10-fache Vergro- MCEF-7, 21. PS,20-fache VergréBerug,
Rerung, Negativkontrolle, keine LinRed-Farbung a-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung

MCF-7, 21.PS, 10-fache VergroRerung, MCF-7, 21. PS, 20-fache VergroRerung,
B-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung Progesteronrezeptor, LinRed-Farbung

Abbildung 16: Immunhistochemie bei MCF-7-Zellen, Anfédrbung der Hormonrezeptoren, Pfeile markieren eine

Zelle (Fotos: A.-M. Kunert).

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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4.1.2 BT-20

T—20, 13. PS, 20-fache VergroRerung - BT-20, 13. PS, lb—fache Vergroflerung,
Negativkontrolle, keine LinRed-Farbung a-ER, schwache LinRed-Farbung

BT-20, 13. PS, 10-fache VergroBerung, BT-20, 13. PS, 10-fache VergroRerung,
B-Estrogenrezeptor, schwache LinRed-Farbung Progesteronrezeptor, keine LinRed-Farbung

Abbildung 17: Immunhistochemie bei BT-20-Zellen, Anfdrbung der Hormonrezeptoren, Pfeile markieren eine

Zelle (Fotos: A.-M. Kunert).

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock
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4.1.3 T-47D

—7, 13. PS, 20-fache VergroRerung,
Negativkontrolle, keine LinRed-Farbung

T-47D, 13. PS, 10-fache VergréRerung,
B-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung

T-47D, 13. PS, 20-fache VergréRerung,
a-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung

T-.47D, 13. PS, 20-fache VergréRerung,
Progesteronrezeptor, LinRed-Rotfarbung

Abbildung 18: Immunhistochemie bei T-47D-Zellen, Anfdrbung der Hormonrezeptoren, Pfeile markieren eine

Zelle (Fotos: A.-M. Kunert).

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock



4.1.4 MCF-12A

MCF-12A, 26. PS, 10-fache VergréRerung,
Negativkontrolle, keine LinRed-Farbung

MF-12A, 26. PS, 20-fache VergroRerung,
B-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung
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MCF-12A, 26. PS, 20-fache VergroRerung,
a-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung

B ) T
MCF-12A, 26. PS, 10-fache VergroRRerung,
Progesteronrezeptor, schwache LinRed-

Farbung

Abbildung 19: Imnmunhistochemie bei MCF-12A-Zellen, Anfdrbung der Hormonrezeptoren, Pfeile markieren eine

Zelle (Fotos: A.-M. Kunert).

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock
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4.1.5 MCF-10A

i

MCF-10A, 11. PS, 20-fache VergroRerung,
Negativkontrolle, keine LinRed-Farbung

MCF-10A, 11. PS, 20-fache VergroRerung
B-Estrogenrezeptor, keine LinRed-Farbung

MCF-10A, 11. PS, 20-fache VergroRRerung,
a-Estrogenrezeptor, keine LinRed-Farbung

MCF-10A, 11. PS, 20-fache Vergc’jBerung,
Progesteronrezeptor, keine LinRed-Farbung

Abbildung 20: Immunhistochemie bei MCF-10A-Zellen, Anfdrbung der Hormonrezeptoren, Pfeile markieren eine

Zelle (Fotos: A.-M. Kunert).

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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416 HMEPC
s ST N P i,

_ . TN '-Ifﬁ .
HMEPC, 6. PS, 10-fache VergroBerung, HMEPC, 6. PS, 20-fache VergroRerung,
Negativkontrolle, keine LinRed-Farbung a-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung

HMEPC, 6. PS, 20-fache VergréRerung, HMEPC, 6. PS, 20-fache VergroRerung,
B-Estrogenrezeptor, LinRed-Farbung Progesteronrezeptor, LinRed-Farbung

Abbildung 21: Immunhistochemie bei HMEPC-Zellen, Anfdrbung der Hormonrezeptoren, Pfeile markieren eine

Zelle (Fotos: A.-M. Kunert).

4.2 Ergebnisse der Zytotoxizitatsuntersuchung (LDH-Test)

4.2.1 Wirkung der Extrakte auf die Mammazellen

Durch den LDH-Test lassen sich Aussagen zur Aktivitdt der LDH im Uberstand infolge lysierter
Zellen treffen. Als Bezugswert wurde eine high-control mit 1 % Triton X-100 bei den

Untersuchungen mitgefiihrt, das stark zytotoxisch ist. Der Messwert dieser Probe wurde bei

der Berechnung als 100 % Wert angesetzt. Als 0 % galten die Negativkontrolle 1 bei trockenem

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock
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und frischem Teeextrakt bzw. die Negativkontrolle 2 bei Mikrowellen- und Luyengiextrakt. Die

Ergebnisse der Untersuchungen mit den Extrakten wurden entsprechend prozentual

eingeordnet.

LDH-Zytotoxizitat - LDH-Zytotoxizitat -
Mikrowellenextrakt Luyengiextrakt
120 120
xX 100 X 100
T 80 T 80
% 60 S 60
o o
e 40 S 40
20 S 20
0 0
1% 250 500 750 1000 1% 250 500 750 1000
Triton pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml Triton X- pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml
X-100 100
—=@==7cllen mit Extrakt ==@==7¢llen mit Extrakt
nur Medium mit Extrakt nur Medium mit Extrakt
LDH-Zytotoxizitat - trockener LDH-Zytotoxizitat - frischer
Teeextrakt Teeextrakt
120 120
X 100 X 100
£ 80 T 80
X 60 %60
o o
5 40 5 40
& 20 & 20
0 0
1% 250 500 750 1000 1% 250 500 750 1000
Triton pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml Triton X- pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml
X-100 100
Zellen mit Extrakt =@=="7cllen mit Extrakt
nur Medium mit Extrakt nur Medium mit Extrakt

Abbildung 22: MCF-12A: LDH-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die Mammazelllinie MCF-12A, Vergleich

mit zellfreiem Medium, 1% Triton X-100 = 100 %, Negativkontrolle 1 oder 2 = 0 %, n (Anzahl der Versuche) =4.

Bei dieser Untersuchung wird der Zelliiberstand nicht getrennt vom Bodensatz in den Wells
getestet (siehe 3.10.2). Die Versuche (Abbildung 22) ergeben eine scheinbar

konzentrationsabhangige Zytotoxizitdt der Extrakte bei der Mammazelllinie MCF-12A. Diese

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock
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ist in Wirklichkeit ein Artefakt, das durch die starke Eigenfarbung der Extrakte entsteht. Belegt
wird dies durch die weitgehende Deckungsgleichheit der zellhaltigen mit den zellfreien
Ansatzen bei allen vier Extrakten. Die Untersuchungen zur Zytotoxizitat wurden deshalb nach

einigen nicht zielfihrenden Pilotversuchen mit der Zelllinie MCF-12A nicht weiter fortgefiihrt.
4.2.2 Wirkung der Positivkontrollen auf die Mammazellen

LDH-Zytotoxizitatstest flir MCF-7 und MCF-12A
unter Tamoxifen und Estradiol

140,00

120,00

100,00
80,00
60,00
40,00 719
20,00

0,00
20,00 MCF-7 MCF-12A
Zelllinie

101,66 102.57

W Tamoxifen

W 17R-Estradiol

Zytotoxizitat in %

1,44

Abbildung 23: MCF-7 und MCF-12A: LDH-Test, Einfluss von 1 % Tamoxifen (5,63 x 10 2 mg/ml) und 1 % Estradiol
(2,7 x 10 7 mg/ml) auf die Mammazelllinien MICF-7 und MCF-12A unter Angabe der Standardabweichung, 1 %
Triton X-100 = 100 %, Negativkontrolle 1 oder 2 = 0 %, Anzahl der Versuche: n = 16.

Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse der Positivkontrollen bei den Zelllinien MCF-7 und MCF-12A.
Tamoxifen ist dhnlich stark zytotoxisch wie Triton X-100 mit 101,66 % bzw. 102,57 %, die

Zytotoxizitat von Estradiol mit 7,19 % bzw. 1,44 % zu vernachlassigen.

4.3 Ergebnisse der Zellproliferationsuntersuchung durch BrdU-Test

4.3.1 Wirkung der Extrakte auf die Mammazellen

Durch den BrdU-Test lassen sich Aussagen hinsichtlich des Proliferationsverhaltens der Zellen
bei Extrakteinwirkung treffen. Als Bezugswert wurde bei den Untersuchungen mit trockenem
bzw. frischem Teeextrakt die Negativkontrolle 1 (Zellen mit Medium), bzw. bei Mikrowellen-
und Luyengiextrakt die Negativkontrolle 2 (Zellen, Medium, 1 % Ethanol absolut) auf 100 %
gesetzt und die Messwerte der Untersuchungen mit Extraktzugabe entsprechend prozentual
angegeben.

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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Zellproliferation fiir MCF-7
250 *
*

200
X
c
i)
© m Mikrowellenextrakt
o
% B Luyengiextrakt
% B Trockener Teeextrakt
N

M Frischer Teeextrakt

150
100
50
0

10 pug/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 pg/ml 1000 pg/ml
Extraktkonzentrationen

Abbildung 24: MCF-7: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt der Sanddornbldtter in verschiedenen Konzentrationen auf die entsprechende Mammazelllinie,
dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung, * = signifikante Wirkung bezogen auf Negativkontrolle 1

und 2 (=100 %), Anzahl der Versuche: n = 28.

Alle Extrakte haben im niedrigeren Konzentrationsbereich (10 pg/ml — 250 pg/ml) keine
signifikante Wirkung auf das Wachstum der MCF-7-Mammakarzinomzellen (Abbildung 24).
Die Teeextrakte zeigten auch bei 500 pg/ml bis 1000 pg/ml keinen Effekt. Bei Mikrowellen-
und Luyengiextrakt steigern diese Konzentrationen die Proliferation um 30-50 %. Statistisch

signifikant ist dies allerdings nur beim Mikrowellenextrakt (500 pug/ml und 750 pg/ml).

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock
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Zellproliferation fir BT-20
180
160

140

*
*

120
100
80
60
40
20
0

10 pg/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 pg/ml 1000 pg/ml
Extraktkonzentrationen

B Mikrowellenextrakt
B Luyengiextrakt

B Trockener Teeextrakt

Zellproliferation %

M Frischer Teeextrakt

Abbildung 25: BT-20: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt von Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf BT-20 Zellen. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,05) bezogen auf Negativkontrolle 1 und 2
(=100 %), Anzahl der Versuche: n = 16.

Die Zellproliferation der BT-20-Zellen unterscheidet sich bei Einwirkung des Mikrowellen- bzw.
des Luyengiextraktes im niedrigen Konzentrationsbereich (10 pug/ml bis 250 pg/ml) nicht von
der Negativkontrolle (Abbildung 25). Ab 500 pg/ml tendiert die Proliferation zur Abnahme.
Die beiden Teeextrakte wirken nicht proliferationshemmend. Bei 100 pg/ml zeigte sich

dagegen eine signifikante Proliferationssteigerung (um 21% und 23 %).

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock
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Zellproliferation fuir T-47D
250
200
X
5
= 150 X
© B Mikrowellenextrakt
9]
% B Luyengiextrakt
S 100
= W Trockener Teeextrakt
N
B Frischer Teeextrakt
50
0

10 pug/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 pg/ml 1000 pg/ml
Extraktkonzentrationen

Abbildung 26: T-47D: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die T-47D Mammazelllinie. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,05) bezogen auf Negativkontrolle 1
und 2 (=100 %), Anzahl der Versuche: n = 16.

Der Mikrowellenextrakt beeinflusst bei der Zelllinie T-47D in niedrigen Konzentrationen (10
pg/ml und 100 pg/ml) die Zellproliferation nicht (Abbildung 26). Ho6here
Extraktkonzentrationen ab 500 pug/ml scheinen die Proliferation tendenziell zu steigern. Der
Luyengiextrakt hat bei den Konzentrationen 10 pg/ml, 100 pg/ml und 1000 pg/ml keinen
Effekt, bei den anderen Konzentrationen ergeben sich tendenzielle Proliferationsanstiege auf
maximal 120 %. Der trockene Teeextrakt fuhrt ab einer Konzentration von 100 pug/ml zu einer
tendenziellen Zunahme der Proliferationsrate der T-47D-Zellen auf maximal 136 % (1000
ug/ml. Beim frischen Teeextrakt zeigt sich ein dhnlicher Effekt, bei 1000 pg/ml steigt die

Proliferationsrate auf 144 % an.
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Zellproliferation fir MCF-12A

200
. 150
X
c
.0
E * B Mikrowellenextrakt
2 100 * * .
5 * B Luyengiextrakt
o *
= * B Trockener Teeextrakt
N * * x
50 x ¥ M Frischer Teeextrakt
* % * * x ¥ *
0

10 pug/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 pg/ml 1000 pg/ml
Extraktkonzentrationen

Abbildung 27: MCF-12A: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die MCF-12A Mammazelllinie.
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,05) bezogen auf
Negativkontrolle 1 und 2 (=100 %), Anzahl der Versuche: n = 24.

Bei den Mammazellen MCF-12A nimmt die Zellproliferation indirekt proportional zur
zunehmenden Extraktkonzentration bei allen Extrakten signifikant ab, wobei Mikrowellen-

und Luyengiextrakt wirksamer sind.
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Zellproliferation fir MCF-10A
150
*
X
c
2
T 100 « . m Mikrowellenextrakt
[}
%; . * * B Luyengiextrakt
% W Trockener Teeextrakt
N .
B Frischer Teeextrakt
0

10 pug/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 pg/ml 1000 pg/ml
Extraktkonzentrationen

Abbildung 28: MCF-10A: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt der Sanddornbldtter in verschiedenen Konzentrationen auf die Mammazelllinie MCF-10A. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,05) bezogen auf Negativkontrolle 1
und 2 (=100 %), Anzahl der Versuche: n = 16.

Bei der Zelllinie MCF-10A wirken der Mikrowellenextrakt ab einer Konzentration von 250
ug/ml und der Luyengiextrakt (teils statistisch signifikant) ab 100 pg/ml hemmend auf das
Zellwachstum (Abbildung 28). Dieser Effekt ist konzentrationsabhadngig. Fir den
Mikrowellenextrakt wird bei 1000 pg/ml eine Hemmung um 60 % erreicht. Fur den
Luyengiextrakt ergaben sich Hemmungen ab 500 pg/ml bis 1000 pg/ml um 60-67 %. Der
trockene Teeextrakt wirkt bei 10 pg/ml bis 250 pg/ml tendenziell leicht proliferativ und ab 750
ug/ml und 1000 pg/ml tendenziell antiproliferativ (maximale Hemmung um 25 % bei 1000
ug/ml). Der frische Teeextrakt wirkt ab 250 pg/ml konzentrationsabhdngig tendenziell

wachstumshemmend.

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock
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Zellproliferation fur HMEPC

150

100
B Mikrowellenextrakt
* * *
" % s B Luyengiextrakt
* * W Trockener Teeextrakt
5 *
* i M Frischer Teeextrakt
0

10 pug/ml 100 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 750 pg/ml 1000 pg/ml
Extraktkonzentrationen

Zellproliferation %

o

Abbildung 29: HMEPC: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem — und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die Mammazelllinie HMEPC. Dargestellt
sind Mittelwert und Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,05) bezogen auf Negativkontrolle 1
und 2 (=100 %), Anzahl der Versuche: n = 12.

Alle Sanddornblatterextrakte wirken auf die Normalzelllinie HMEPC antiproliferativ
(Abbildung 29). Dieser Effekt wird ab einer Konzentration von 100 pg/ml sichtbar und ist mit
zunehmenden Konzentrationen signifikant. Ein Maximum wird bei allen Extrakten bei 1000
ug/ml erreicht: Fur den Mikrowellenextrakt ergibt sich eine Hemmung um 57 %, fur den
Luyengiextrakt um 59%, fir den trockenen Teeextrakt um 70 % und fir den frischen

Teeextrakt um 79 %.
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BrdU MCF-12A BrdU MCF-12A
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Abbildung 30: Proliferationsergebnisse: MICF-12A: BrdU-Test; Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt,
trockenem — und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf MCF-12A,

verglichen mit der zellfreien Extraktkontrolle, Anzahl der Versuche: n = 4.

In der Abbildung 30 ist der Vergleich der Proliferation der Zelllinie MCF-12A unter Einwirkung
der Extrakte mit einer zellfreien Extraktkontrolle dargestellt. Die Werte fir die
Extraktkontrollen liegen konzentrationsunabhangig um 0 %, d.h. sie beeinflussen die

Messungen nicht.

4.3.2 Wirkung der Positivkontrollen auf die Mammazellen

In Abbildung 31 sind die Wirkungen von 17B-Estradiol und Tamoxifen auf die Zelllinien MCF-
7, BT-20, T-47D, MCF-12A, MCF-10A und HMEPC dargestellt.
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BrdU-Test mit Tamoxifen und 17R-Estradiol

*

200
X " *
£ 150 !
c *
°
©
o *
ﬁ 100 * B Tamoxifen
<)
= * W 17R-Estradiol
v 50 *
N *

0

MCF-7 BT-20 T-47D MCF-12A  MCF-10A HMEPC
Zelllinien

Abbildung 31: BrdU-Test: Einfluss von 1 % 17 8-Estradiol (2,7 x 107 mg/ml) und 1 % Tamoxifen (5,63 x 107
mg/ml) auf die Zellproliferation von MICF-7 (n=112), BT-20 (n=64), T-47D (n=64), MCF-12A (n=96), MCF-10A
(n=64), HMEPC (n=48); Mittelwert mit Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,05), bezogen auf die
Negativkontrolle 1 (Teeextrakte) und 2 (Mikrowellen- und Luyengiextrakt) (=100 %).

Alle Zelllinien bis auf die HMEPC werden von Tamoxifen statistisch signifikant im Wachstum
gehemmt. Es werden Hemmungen von 70 % bis 85 % erreicht. Die HMEPC-Zellen zeigen
dagegen eine signifikante Proliferationssteigerung um 60 %. Estradiol wirkt bei allen Zelllinien

auller bei MCF-10A und HMEPC signifikant proliferationssteigernd (6 % bis 15 %).
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4.4 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Beurteilung der Zellmorphologie

Um die Wirkung der Extrakte auf die Mammazellen lichtmikroskopisch darzustellen, wurde
eine Pilotstudie mit der Zelllinie MCF-7 unter Einwirkung des Luyengiextraktes in den
verschiedenen Konzentrationen und den Kontrollen durchgefiihrt. Die Bilder wurden unter
den Gesichtspunkten ZellgroRe und —form, Verhaltnis Zellkern zu Zelle, Zellkernform, und

Zytogranula beurteilt.

In der Abbildung 32 ldsst sich bei der

Negativkontrolle 2 eine fir die Zelllinie typische

Zellvolumens  ein und enthalten im

G

b Morphologie nachweisen. Die Zellen sind rund

'~ bis spindelférmig und unterschiedlich groR,

aber glatt begrenzet, bilden Zellkolonien, die

Zellkerne sind rund, nehmen 30 % des
5

Durchschnitt zwei Nukleoli. Das Zytoplasma ist

durchschnittlich stark granuliert.

A i L

Abbildung 32: MICF-7-Zelllinie, Negativkontrolle 2,

23. Passage, 20-fache VergréfSerung

In Abbildung 33 zeigt sich eine deutliche

5 “r Anderung der Zellmorphologie unter dem

: 1 X ~ Einfluss von Tamoxifen. Die Zellen sind

i f:::j_ 3 “:-JJ', ” h teilweise abgekugelt, kleiner, die Begrenzung

] \ % “'I"L _:,'___h der Zellen ist unscharf, deutliche Zell-Zell-

e k - A Kontakte sind nicht zu erkennen, Zellkerne sind

-3 h“ aufgrund einer zunehmenden Granulierung
nfl 5 e

S : | des Zellplasmas nicht mehr abgrenzbar.

Abbildung 33: MICF-7-Zelllinie, Tamoxifenkontrolle,

23. Passage, 20-fache Vergréfierung
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Bei der Estradiolkontrolle (Abbildung 34)
ist ein dichter Zellverband ohne groRe
Wachstumsreserven zu erkennen.
Einzelne Zellen sind spindelférmig, andere
klein und rundlich, was jungen Zellen in
der Zellteilung entspricht, bevor das
Zytoplasma gebildet werden konnte.
Ausgepragte  Zellkontakte sind  zu

erkennen, sodass eine Zuordnung der

Zellkerne zu einzelnen Zellen schwerfallt.

Abbildung 34: MCF-7-Zelllinie, Estradiolkontrolle, 23. Nukleoli nur schwach zu erkennen.

Passage, 10-fache Vergréflerun .
g f grofenng Deutliche Zellgrenzen am Rand des

Zellverbandes und mittelstark

ausgepragte Zellplasmagranula.

Abbildung 35 zeigt unter Luyengiextrakt
(10 pg/ml) einen dichten Zellverband mit
stark ausgepragten Zell-Zell-Kontakten
(erschwerte Beurteilung der Zellgrenzen
und des Zellkern-Zellplasma-
Verhdltnisses). Kleine, abgekugelte Zellen
sind das morphologische Korrelat der
regen Zellteilung. Die Zellen sind sonst
spindelférmig mit klaren Zellgrenzen am
Rand des Zellverbandes. Die

ELE Zellgranulierung ist mittelmaRig stark
Abbildung 35: MCF-7-Zellinie, Luyengiextrakt (10 ausgepragt. Nukleoli sind nicht eindeutig

ug/ml), 23. Passage, 10-fache Vergréferung
erkennbar.
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Abbildung 36: MCF-7-Zelllinie, Luyengiextrakt

(100 ug/ml), 23. Passage, 10-fache Vergréferung

Abbildung 37: MCF-7-Zelllinie, Luyengiextrakt

(250 ug/ml), 23. Passage, 10-fache Vergréferung

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock

In  Abbildung 36 sind die Effekte des
Luyengiextraktes (100 pg/ml) auf die MCF-7
Zellen dargestellt. Die Zellen haben Kontakt
untereinander, die Zellgrenzen sind aber
deutlich unterscheidbar. Die Zellen wirken in
Form und GroRBe unregelmaRig, aber
insgesamt kleiner. Zellkerne nehmen ca. 50 %
des Zellinhaltes ein. Das Zytoplasma wirkt

granulierter.

In Abbildung 37 ist die Wirkung des
Luyengiextraktes (250 pg/ml) auf die MCF-7
Zellen dargestellt. Die Zellen wirken teilweise
rundlich, unscharf und kleiner, es sind
ausgepragte Vakuolisierungen zu erkennen.
Das Zytoplasmaverhaltnis hat sich zugunsten
der Zellkerne verschoben, es ist eine deutliche
teilweise  Zelldetritus

Granulierung  und

erkennbar. Zellkerne normal konfiguriert.

Nukleoli erkennbar.
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Abbildung 38: MCF-7-Zelllinie, Luyengiextrakt
(500 ug/ml), 23. Passage, 20-fache Vergréflerung

Abbildung 39: MICF-7-Zelllinie, Luyengiextrakt

(750 ug/ml), 23. Passage, 20-fache Vergréfierung
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In Abbildung 38 ist die Wirkung des
Luyengiextraktes (500 pg/ml) auf die MCF-7

' Zellen zu erkennen. Die Zellen und Zellgrenzen

sind deutlich unscharf, die Zellkerne sind nur
selten abgrenzbar, eine Vakuolisierung ist
sichtbar, Zelldetritus und  Zytogranula

dominieren.

. Abbildung 39 zeigt einen scholligen Zerfall der

MCEF-7-Zellen nach Einwirkung des
Luyengiextraktes (750 pg/ml), sie sind sehr
klein und nur undeutlich abgrenzbar. Die
Zellkerne nehmen (soweit abgrenzbar) den
GroBteil des Zellinhaltes ein. Starke
Granulierung. Zwischen den Zellen sind
Zelldetritus und dunkle Pigmente des Extraktes

sichtbar.

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock
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Abbildung 40:MCF-7-Zelllinie, Luyengiextrakt,

1

(1000 ug/ml), 23. Passage, 20-fache Vergréferung

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock

| Abbildung 40 zeigt die Wirkung des

Luyengiextraktes (1000 pg/ml) auf die MCF-7

Zellen. Sie sind unterschiedlich gro und

. geformt, insgesamt aber kleiner und die

~ Granula dichter. Die Zellgrenzen sind unscharf.

Die Zellkerne wirken kondensiert und nehmen

~ einen GrofRteil des Zellvolumens ein.

Zelldetritus und Pigmentablagerungen des

Extraktes finden sich zwischen den Zellen.
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4.5 Ergebnisse der metabolischen Analyse — Glukose-Aufnahmetest

4.5.1 Wirkung der Extrakte auf die Mammazellen

Bei der Glukosebestimmung wurden die Zellen fiir 24 h mit den Extrakten und Kontrollen
inkubiert und anschlieBend der Uberstand ausgewertet. In den Diagrammen wird die
Glukoseaufnahme bei Zugabe der Extrakte mit der Glukoseaufnahme der Negativkontrolle 1
(far trockenen und frischen Teeextrakt) oder Negativkontrolle 2 (fir Mikrowellen- und

Luyengiextrakt) verglichen. Diese wurde jeweils auf 100 % gesetzt.

Glukoseaufnahme fir MCF-7-Zellen
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>
o 100 =@==frischer Teeextrakt
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NK1 10 100 250 500 750 1000
oder2 pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml pg/ml ug/ml

Abbildung 41: MCF-7-Zelllinie: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem
—und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die Glukoseaufnahme

der Mammazelllinie MCF-7 verglichen mit der Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche: n = 1.

Durch die Extrakte wird die Glukoseaufnahme bei der Zelllinie MCF-7 nicht gehemmt, sondern

- mit Ausnahme des Mikrowellenextraktes - tendenziell stimuliert (Abbildung 41).

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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Glukoseaufnahme von BT-20-Zellen
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Abbildung 42: BT-20-Zelllinie: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem —
und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die Glukoseaufnahme der

Mammazelllinie BT-20, verglichen mit der Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche: n = 1.

Bei der Zelllinie BT-20 verringert sich die Glukoseaufnahme bei Zugabe der
Sanddornblatterextrakte in den hoheren Konzentrationen (Abbildung 42). Fir den
Mikrowellenextrakt ergab sich bei 750 pg/ml eine Reduktion um 32 % und fiir 1000 pg/ml eine
Reduktion um 49 %. Die niedrigeren Konzentrationen gehen mit einer erhdhten
Glukoseaufnahme einher. Die Inkubation mit dem Luyengiextrakt zeigte eine &ahnliche
Wirkung. Eine Reduktion der Glukoseaufnahme wurde bei 500 pg/ml mit 32 %, bei 750 pg/ml
mit 29 % und bei 1000 pg/ml mit 35 % erreicht. Auch der trockene Teeextrakt hemmt erst ab
der Konzentration 1000 pg/ml die Glukoseaufnahme um 15 %. Fir den frischen Teeextrakt ist

keine eindeutige Tendenz erkennbar. Die Messung erscheint am ehesten artefaktiiberlagert.

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock
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Glukoseaufnahme von T-47D-Zellen
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Abbildung 43: T-47D-Zelllinie: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem
—und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die Glukoseaufnahme

der MammazelllinieT-47D verglichen mit der Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche: n = 1.

Die Extrakte reduzierten in héheren Konzentrationen bei T-47D nach 24 h Inkubation die
Glukoseaufnahme (Abbildung 43). Fir den Mikrowellenextrakt ergab sich ab 500 pg/ml eine
Reduktion um 18 %, fur 750 pg/ml um 30 % und fur 1000 pg/ml um 47 %. Mit dem
Luyengiextrakt wurden mit 33 % bei 500 pg/ml, 32 % bei 750 pg/ml und 48 % bei 1000 pg/mi
dhnliche Werte erreicht. Mit dem trockenen Teeextrakt wurde eine Hemmung der
Glukoseaufnahme bei 750 pg/ml um 15 % und bei 1000 pg/ml um 28 %, mit dem frischen
Teeextrakt bei 500 pg/ml um 18 % und bei 1000 pug/ml um 26 % erreicht.

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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Glukoseaufnahme von MCF-12A-Zellen

250

200
X
)
€
< 150 —=@=\likrowellenextrakt
o
§ ==@==| uyengiextrakt
é 100 4 trockener Teeextrakt
5 =—@==frischer Teeextrakt

” '/.\\.

0

NK 1 10 100 250 500 750 1000
oder2 pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml

Abbildung 44: MCF-12A-Zelllinie: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt,
trockenem — und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die
Glukoseaufnahme der Mammazelllinie MCF-12A, verglichen mit der Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche:

n=1.

Fiir die vollstandige Auswertung der Glukoseaufnahme fehlen bei MCF-12A aus technischen
Grinden einige Werte (Abbildung 44). Tendenziell wirken héhere Konzentrationen der
Sanddornblatterextrakte hemmend auf die Glukoseaufnahme. Fur den Mikrowellenextrakt ist
bei 750 pug/ml um 34 % und bei 1000 pg/ml um 53 % zu verzeichnen. Der Luyengiextrakt fihrt
bei 500 pg/ml zu einer Reduktion um 4 %, bei 750 pug/mlum 2 % und bei 1000 pg/ml um 45 %.
Der frische Teeextrakt scheint bei Konzentrationen ab 250 pg/ml bis 1000 pg/ml die
Glukoseaufnahme um 58 % bis 87 % zu reduzieren. Zum trockenen Teeextrakt ist wegen

fehlender Werte keine Aussage moglich.

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock
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Glukoseaufnahme von MCF-10A-Zellen
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Abbildung 45: MCF10A-Zelllinie: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt,
trockenem — und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die
Glukoseaufnahme der Mammazelllinie MCF-10A, verglichen mit der Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche:

n=1.

Bei den Zellen der Zelllinie MCF-10A reduzierten hohere Konzentrationen des Mikrowellen-
und Luyengiextraktes die Glukoseaufnahme (Abbildung 45). Die Hemmung betrug beim
Mikrowellenextrakt bei der Konzentration 250 pug/ml 20 %, bei 500 pug/ml 16 %, bei 750 pg/ml
38 % und bei 1000 pug/ml 44 %. Der Luyengiextrakt reduzierte die Glukoseaufnahme bei der
Konzentration 500 pg/ml um 16 %, bei 750 pg/ml um 21 % und bei 1000 pg/ml um 90 %. Der
trockene Teeextrakt steigerte die Glukoseaufnahme sehr stark, der frische Teeextrakt

beeinflusste sie kaum.

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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Glukoseaufnahme von HMEPC-Zellen
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Abbildung 46: HMEPC-Zelllinie: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem
—und frischem Teeextrakt aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf die Glukoseaufnahme

der Mammazelllinie HMEPC, verglichen mit der Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche: n = 1.

Alle Sanddornblatterextrakte reduzierten mit steigenden Konzentrationen die
Glukoseaufnahme der Zelllinie HMEPC (Abbildung 46). Fir den Mikrowellenextrakt ergab sich
fur die Konzentration 10 pg/ml eine Reduktion um 8 %, fir 100 pug/ml um 38 %, fiir 250 pg/ml
um 44 %, fir 500 pg/ml um 75 % und fur 750 pg/ml 96 %. Beim Luyengiextrakt zeigt sich bei
der Konzentration 10 pug/ml eine Reduktion um 37 %, fiir 100 pg/ml um 54 %, fir 250 pg/ml
um 59 %, fr 500 pg/ml um 73 % und fiir 750 pug/ml um 90 %. Beide Extrakte wirkten bei der
Konzentration 1000 pg/ml bezogen auf die Negativkontrolle 2 noch starker. Der trockene
Teeextrakt hemmte bei 1000 pg/ml die Glukoseaufnahme um 85 %, der frische Teeextrakt
erreichte seine maximale Wirksamkeit bei 750 pg/ml (77 %). Der Wert fur 10 pg/ml des

frischen Teeextraktes ist vermutlich ein Ausreil3er.

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock
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4.5.2 Wirkung der Positivkontrollen auf die Mammazellen

In Abbildung 47 und Abbildung 48 sind die Ergebnisse des Glukoseaufnahmetests bei den
Positivkontrollen nach 24-stiindiger Inkubation mit 1 % Tamoxifen bzw. 1 % 17R-Estradiol

dargestellt.

Glukoseaufnahme unter Tamoxifen

250
x
£ 200
)
€
< 150
©
£
& 100 & * *
Q
)
a_:c 50 W Tamoxifen
(U]
0
v A Q Q \'s e C
6Q> & '\’q’ &\ /'1, \9 &
3 N Q & &
e N\ N\
${—

Kontrolle und Zelllinien

Abbildung 47: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von 1 % Tamoxifen (5,63 x 102 mg/ml) auf die Glukoseaufnahme
der verschiedenen Mammazelllinien. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardabweichung, * = signifikante
Wirkung (p<0,05), bezogen auf die Negativkontrolle (NK) 1 (Teeextrakte) und 2 (Mikrowellen- und
Luyengiextrakt) (=100 %), Anzahl der Versuche: n = 4.

Die 24-stiindige Inkubation mit 1 % Tamoxifen reduzierte bei allen Zelllinien mit Ausnahme
von MCF-7 (+ 57 %) die Glukoseaufnahme, wobei MCF-12A am stadrksten reagierte (- 66 %).
Bei den Zelllinien BT-20, T-47D und MCF-12A waren die Ergebnisse signifikant.

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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Glukoseaufnahme unter 17R-Estradiol
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Abbildung 48: Glukoseaufnahmetest: Einfluss von 1 % Estradiol (2,7 x 107 mg/ml) auf die Glukoseaufnahme der
verschiedenen Mammazelllinien. Angegeben ist der Mittelwert mit Standardabweichung, bezogen auf die
Negativkontrolle (NK) 1 (Teeextrakte) und 2 (Mikrowellen- und Luyengiextrakt) (=100%), Anzahl der Versuche: n
=4.

Die Zugabe von 17B-Estradiol fiihrte bei den meisten Zelllinien zu einer tendenziellen
Zunahme der Glukoseaufnahme, insbesondere bei MCF-7 (+68 %). Bei MCF-12A und HMEPC

wurde sie leicht reduziert.

4.6 Ergebnisse der metabolischen Analyse - H,O2-Bestimmung

Die H,0,—Konzentration wurde als Indikator fiir den oxidativen Stress im Uberstand nach 24-
stiindiger Inkubation mit den Extrakten gemessen.

4.6.1 Beeinflussung der Messung durch die Extrakte

Um einen Einfluss auf die H,02 —Messung durch die Extrakte, insbesondere durch deren
Farbung zu prifen, wurde Medium (Ham’s F12 10 % FKS (hormonfrei)) in Kombination mit

verschiedenen Konzentrationen der Extrakte untersucht.

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock
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Oxidativer Stress: Extrakte + Medium
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Abbildung 49: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und frischem Teeextrakt aus
Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen verdiinnt mit Medium Ham's F 12 10 % FKS hormonfrei auf

den H202-Gehalt, Vergleich mit Medium- und Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche: n=1.

Abbildung 49 zeigt, dass die Extrakte die Bestimmung von H;O; vor allem bei hoheren
Konzentrationen beeinflussten. Ab 500 ug/ml stiegen die Messwerte konzentrationsabhangig
deutlich an, bei 1000 pg/ml betrugen sie 3,4 nmol (Mikrowellenextrakt), 2,6 nmol
(Luyengiextrakt) und 3,4 nmol (trockener Teeextrakt). Beim trockenen Teeextrakt zeigte sich
ein AusreiBer bei der Konzentration 250 pg/ml. Mit dem frischen Teeextrakt wird schon bei
750 pg/ml ein Wert von 3 nmol erreicht. Damit verfalscht die Eigenfarbung der Extrakte
zumindest in hoheren Konzentrationen die H,0,-Bestimmungen in den Untersuchungen mit

den Mammazelllinien.

4.6.2 Wirkung der Extrakte auf die Mammazellen

Da die Eigenfarbung der Extrakte die Bestimmungen von H,O; beeinflusst, sind die Ergebnisse
der Messung mit den Mammazellen nicht interpretierbar. Zur lllustration wird lediglich ein

Beispiel (Versuch mit der Zelllinie BT-20) dargestellt.

Anna-Maria Kunert, Universitétsmedizin Rostock
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Oxidativer Stress fur BT-20
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Abbildung 50: BT-20-Zelllinie: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und frischem Teeextrakt
aus Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen auf den oxidativen Stress der Mammazelllinie,

Vergleich mit der Medium- und Negativkontrolle (NK), Anzahl der Versuche: n=1.

Bei der Zelllinie BT-20 nimmt der H;0, —Gehalt im Uberstand mit steigenden
Extraktkonzentrationen zu (Abbildung 50). Dieses Messergebnis beruht aber nicht auf einer
Wirkung der Extrakte auf die Zellen, sondern ist durch eine Interaktion des Testverfahrens mit
dem Extrakt bedingt (Abbildung 49). Da alle Messwerte deutlich unter 40 nmol/Well H,0;
liegen, kann eine Schadigung der Zellen durch einen oxidativen Stress ausgeschlossen werden.
Bei dem einzelnen hohen Wert (frischer Teeextrakt (1000 pg/ml)) dirfte es sich um einen

AusreiRer handeln.

4.6.3  Wirkung der Positivkontrollen auf die Mammazellen

In Abbildung 51 bzw. Abbildung 52 sind die Ergebnisse der H,0, —Bestimmung bei den
Zelllinien nach 24-stindiger Inkubation mit den Positivkontrollen 1 % Tamoxifen (5,63 x 102
mg/ml) oder 1 % 17B-Estradiol (2,7 x 10 7 mg/ml) dargestellt. Es ergaben sich bei den H,0,—

Werten bei keiner der Mammazelllinien signifikante Unterschiede zur Negativkontrolle.

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock



69

Ergebnisse

Oxidativer Stress unter Tamoxifen
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Abbildung 51: Stresstest: Einfluss von 1 % Tamoxifen (5,63 x 10 2 mg/ml) auf den oxidativen Stress der

entsprechenden Mammazelllinie im Vergleich zur Negativkontrolle 1 oder 2 mit Standardabweichung, n=4.

Oxidativer Stress unter 17[-Estradiol
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Abbildung 52: Stresstest: Einfluss von 1 % Estradiol (2,7 x 10 7 mg/ml) auf den oxidativen Stress der

entsprechenden Mammazelllinie im Vergleich zur Negativkontrolle 1 oder 2, n=4.

Anna-Maria Kunert, Universitéitsmedizin Rostock
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4.7 Ergebnisse der metabolischen Analyse — pH-Messung

4.7.1 Wirkung der Extrakte auf die Mammazellen

Die Zellen wurden fir 24 h mit den Extrakten bzw. Kontrollen inkubiert, anschliefend wurde
der pH-Wert in den Uberstinden gemessen. Die Werte der Zelllinie MCF-7 fehlen, weil das

pH-Meter wegen eines Defekts nicht zur Verfligung stand.

pH-Messung bei BT-20-Zellen
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Abbildung 53: Mammazelllinie BT-20: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbléttern in verschiedenen Konzentrationen auf den pH-Wert im Uberstand. Vergleich

mit Medium- und Negativkontrolle (NK), n=1.

Bei der Untersuchung mit der Mammakarzinom-Zelllinie BT-20 reduzierten niedrigere
Konzentrationen des Mikrowellenextrakts den pH-Wert im Uberstand. Der Wert fiir 10 ug/ml
(7,39) ist deutlich niedriger als fiir die Negativkontrolle 2 (7,65). Von diesem Minimum steigen
die Werte mit zunehmender Extraktkonzentration bis auf 7,61 (750 pg/ml) an. Bei den
anderen Extrakten ist der Verlauf tendenziell vergleichbar, allerdings weniger stark
ausgepragt. Mit dem Luyengiextrakt steigen die Werte von 7,56 bei 100 pg/ml auf 7,75 bei
1000 pg/ml, mit dem trockenen Teeextrakt von 7,55 bei 100 pg/ml auf 7,67 bei 1000 pg/ml
und mit dem frischen Teeextrakt von 7,6 bei 250 ug/ml auf 7,77 bei 1000 pg/ml. Bei der

Mediumkontrolle ist der pH-Wert mit durchschnittlich 8,0 am héchsten (Abbildung 53).

Anna-Maria Kunert, Universitdtsmedizin Rostock
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pH-Messung bei T-47D-Zellen
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Abbildung 54: Mammazelllinie T-47D: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbléttern in verschiedenen Konzentrationen auf den pH-Wert im Uberstand. Vergleich

mit Medium- und Negativkontrolle (NK), n=1.

Bei der Mammakarzinom-Zelllinie T-47D lag der pH-Wert mit dem Mikrowellenextrakt stets
unter dem der Negativkontrolle (8,31). Er fiel bei den niedrigen Konzentrationen ab, erreichte
bei 250 pg/ml 8,0 und stieg dann wieder leicht an (8,18 bei 750 pg/ml). Mit dem
Luyengiextrakt erreichte der pH bei 100 pg/ml ein Minimum (8,09), bei 750 ug/ml und 1000
ug/ml war er mit 8,11 und 8,14 dhnlich hoch. Bei den Werten bei 250 und 500 ug/ml handelt
es sich vermutlich um Ausreiler. Auch die beiden Teeextrakte senkten den pH-Wert mit
steigenden Konzentrationen ab. Mit dem trockenen Teeextrakt (Negativkontrolle 8,29) fiel er
bis auf 8,09 (250 pg/ml) ab und stieg dann bis auf 8,19 (750 pg/ml) an. Beim frischen
Teeextrakt (Negativkontrolle 8,3) fiel er bis auf 8,09 (750 pg/ml) ab. Die pH-Werte der
Mediumkontrolle (8,31 bis 8,51) waren deutlich héher als die anderen Werte (Abbildung 54).
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pH-Messung bei MCF-12A-Zellen
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Abbildung 55: Mammazelllinie MCF-12A: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und
frischem Teeextrakt aus Sanddornbléttern in verschiedenen Konzentrationen auf den pH-Wert im Uberstand.

Vergleich mit Medium- und Negativkontrolle (NK), n=1.

Bei der Mammazelllinie MCF-12A fiel der pH-Wert im Vergleich zur Negativkontrolle (8,11)
unter dem Mikrowellenextrakt schon bei 10 pg/ml deutlich ab (8,01) und verdanderte sich dann
kaum noch (8,04 bei 750 pg/ml). Der Wert 7,91 bei 500 pg/ml ist vermutlich ein AusreilRer.
Auch mit dem Luyengiextrakt fiel der pH-Wert im Vergleich zur Negativkontrolle (8,07) schon
bei 10 ug/ml deutlich ab (7,92) und blieb bis zur Konzentration 750 pg/ml mit 7,93 stabil. Bei
1000 pg/ml fiel er auf 7,86 ab (Abbildung 55).

Bei den Teeextrakten wurden die Konzentrationen 10 pg/ml und 100 pg/ml nicht untersucht.
Mit dem trockenen Teeextrakt fand sich eine Tendenz zur Absenkung im Vergleich zur
Negativkontrolle (7,9) mit einem Minimum von 7,82 bei 750 ug/ml. Der frische Teeextrakt
schien im Vergleich zur Negativkontrolle (pH 7,98) den pH-Wert zunachst leicht zu senken
(7,83 bei 250 pg/ml) und dann leicht zu steigern (8,01 bei 1000 pg/ml). Die Mediumkontrollen
lagen mit 8,05 bis 8,16 oberhalb aller anderen Werte (Abbildung 55).
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Abbildung 56: Mammazelllinie MCF-10A: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und
frischem Teeextrakt aus Sanddornbléttern in verschiedenen Konzentrationen auf den pH-Wert im Uberstand.

Vergleich mit Medium- und Negativkontrolle (NK), n=1.

Bei der Mammazelllinie MCF-10A fiel der pH-Wert im Vergleich zu den Negativkontrollen
unter der Einwirkung aller Extrakte mit steigenden Konzentrationen kontinuierlich ab. Fiir den
Mikrowellenextrakt nahm der pH-Wert von 8,02 (Negativkontrolle) bis 7,8 bei 1000 pg/ml ab.
Flr den Luyengiextrakt war der Abfall (von 8,11 auf 8,03) weniger deutlich ausgepragt. Der
trockene Teeextrakt zeigte mit einem Abfall von 8,29 auf 8,07 die gleiche Tendenz, ebenso der
frische Teeextrakt, ausgehend von 8,24 (Negativkontrolle), das Minimum wurde schon bei 750
pug/ml mit 8,0 erreicht. Die Mediumkontrollen lagen mit 8,14 bis 8,44 deutlich oberhalb der
anderen pH-Werte (Abbildung 56).
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Abbildung 57: Mammazelllinie HMEPC: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und frischem
Teeextrakt aus Sanddornbléttern in verschiedenen Konzentrationen auf den pH-Wert im Uberstand. Vergleich

mit Medium- und Negativkontrolle (NK), n=1.

Bei der HMEPC-Zelllinie flihrten die Extrakte mit Ausnahme des Mikrowellenextraktes zu einer
leichten Zunahme des pH-Wertes im Vergleich zur Negativkontrolle (7,36-7,37). Der
Mikrowellenextrakt schien den pH-Wert kaum zu beeinflussen. Mit dem Luyengiextrakt ergab
sich ein geringer Anstieg von der Negativkontrolle (7,36) auf 7,41 bei 500 pg/ml und dann ein
leichter Abfall bis auf 7,29 bei 1000 pug/ml. Der trockene Teeextrakt fihrte zu einem geringen
Anstieg von der Negativkontrolle (7,37) auf 7,42 bei 500 pg/ml, bis 1000 pg/ml blieb der pH-
Wert stabil (7,40). Der frische Teeextrakt bewirkte einen geringen Anstieg von der
Negativkontrolle (7,36) auf 7,44 bei 500 pug/ml, der Wert blieb dann nahezu stabil (7,4 bei 1000
pug/ml). Die Mediumkontrollen lagen mit 7,46 bis 7,53 deutlich oberhalb der anderen pH-
Werte (Abbildung 57).

4.7.2 Auswirkung der Extrakte auf die Messung

Zur Prufung des Einflusses der Extrakte auf die pH-Wert-Messung wurden sie mit 1:100
Medium (Ham's F 12 10 % FKS hormonfrei) verdiinnt und der pH-Wert im Uberstand

bestimmt.
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Abbildung 58: Einfluss von Mikrowellen- und Luyengiextrakt, trockenem und frischem Teeextrakt aus
Sanddornbldttern in verschiedenen Konzentrationen (Medium: Ham's F 12 10 % FKS hormonfrei) auf den pH-

Wert, Vergleich mit der Mediumkontrolle, n=1

Wahrend die pH-Werte der Mediumkontrolle zwischen 8,14 bis 8,44 liegen, sind die
extrakthaltigen Proben basischer. Von initial 8,51 bis 8,58 bei der Konzentration 10 pg/ml
scheinen sich die pH-Werte mit zunehmenden Konzentrationen der Extrakte wieder denen
der Mediumkontrolle anzunahern: Bei 1000 pg/ml liegen sie zwischen 8,33 und 8,47

(Abbildung 58).

4.7.3 Wirkung der Positivkontrollen auf die Mammazellen

Zur Beurteilung des Einflusses der Positivkontrollen Tamoxifen und 178-Estradiol wurde der
pH-Wert im Uberstand nach 24-stiindiger Inkubation der Mammazelllinien mit den beiden
Substanzen bestimmt. Der pH-Wert wurde durch 1 % Tamoxifen (5,63 x 10 2 mg/ml) bei keiner
der getesteten Zelllinien signifikant verandert (Abbildung 59). Dagegen nahm der pH im
Uberstand bei 1 % 17R-Estradiol (2,7 x 107 mg/ml) im Vergleich zur Negativkontrolle bei der
Zelllinie BT-20 von 7,77 auf 7,53 ab (p<0,05), bei den anderen getesteten Uberstinden ergab
sich kein Unterschied (Abbildung 60).
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Abbildung 59: Einfluss von 1 % Tamoxifen auf den pH-Wert im Uberstand der Mammazelllinien. Mittelwert mit
Standardabweichung, bezogen auf die Negativkontrolle (NK) 1 (Teeextrakte) und 2 (Mikrowellen- und
Luyengiextrakt) (=100%), n = 4.
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Abbildung 60: Einfluss von 1 % 17-Estradiol auf den pH-Wert im Uberstand der Mammazelllinien. Mittelwert
mit Standardabweichung, * = signifikante Wirkung (p<0,005), bezogen auf die Negativkontrolle 1 (Teeextrakte)
und 2 (Mikrowellen- und Luyengiextrakt) (=100%), n = 4.

Anna-Maria Kunert, Universitédtsmedizin Rostock



77

Diskussion

5 Diskussion

Das Mammakarzinom ist weltweit eines der am haufigsten vorkommenden Karzinome
(Benson und Jatoi 2012). Auffallig sind dabei unterschiedliche Inzidenzen in Asien und den
westlichen Landern, die von vielen Wissenschaftlern auf die glinstige traditionelle
pflanzenbasierte Nahrung in den asiatischen Landern zuriick gefiihrt wird, die reich an
sekundéaren Pflanzenstoffen ist (Messina 2016). Die Gruppe der in der Nahrung am starksten
vertretenen sekunddren Pflanzenstoffe sind die Flavonoide (Deutsche Gesellschaft fiir
Erndhrung 2012), deren Wirkung unter anderem auch liber die Ostrogenrezeptoren (ER)
vermittelt wird und denen eine Risikoreduktion fiir die Entwicklung eines Mammakarzinomes
zugeschrieben wird (Virgili et al. 2004). Eine besonders flavonoidreiche Pflanze ist der
einheimische Sanddorn (Wani et al. 2016). Diese Arbeit zeigt die Wirkung von
Sanddornblatterextrakten, die nach unterschiedlichen Extraktionsmethoden auf wassriger
oder nicht-wassriger Basis hergestellt wurden, auf Mammazelllinien. Betrachtet werden dabei
maligne und benigne Zelllinien, die jeweils positiv oder negativ fiir Ostrogenrezeptoren (ER)
und Progesteronrezeptor (PR) sind. Untersucht wurden hierbei die Rezeptorauspragung der
Zellen mittels Immunhistochemie, die Zellproliferation mit dem BrdU-Test und verschiedene
metabolische Parameter wie Glukoseaufnahme, oxidativer Stress und pH-Wert unter
Extrakteinwirkung. Als Kontrollsubstanzen kamen 17B-Estradiol und Tamoxifen zum Einsatz.
Im folgenden Kapitel sollen die Ergebnisse interpretiert, unter dem Gesichtspunkt der
aktuellen Forschung eingeordnet und hinsichtlich ihrer potentiellen Eignung zur adjuvanten

Therapie oder Pravention bei dem Mammakarzinom bewertet werden.

5.1 Expression der Ostrogen- und Progesteronrezeptoren

Die Auspragung von Ostrogen- oder Progesteronrezeptoren ist fiir die Behandlung eines
Mammakarzinoms von sehr hoher Bedeutung. Eine Expression bedeutet, dass die Hormone
das Wachstum der Karzinomzellen beeinflussen kénnen und somit an dieser Stelle die
Moglichkeit  fir  eine  pharmakologische Intervention  besteht. So  gehen
hormonrezeptorpositive Tumoren mit einer besseren Prognose einher. 50-60 % der
pramenopausalen und 70-80 % der postmenopausalen Brustkrebspatientinnen haben ein

rezeptorpositives Mammakarzinom, damit leiden im Umkehrschluss jingere Patientinnen
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haufiger an einem rezeptornegativen Karzinom mit schlechterer Prognose (Stauber und

Weyerstahl 2007).

Da man annimmt, dass die Wirkung von Flavonoide zumindest teilweise Uber die
Ostrogenrezeptoren vermittelt wird, wurde bei der vorliegenden Arbeit der qualitative
Nachweis einer Rezeptorexpression mittels Immunhistochemie erbracht. Hierbei dient die
Starke der Rotfarbung als Aquivalent fiir die Haufigkeit der jeweiligen Rezeptoren in der Zelle.
Es kam in Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur und der jeweiligen Bezugsquelle
bei den malignen Brustzelllinien MCF-7 und T-47D, der benignen MCF-12A und der
Mammanormalzelllinie  HMEPC zu einer starken Rotfarbung und damit zu einer
nachgewiesenen Auspragung von ER-a, ER-B und PR (Prat et al. 2013; Marchese und Silva
2012). Lediglich bei MCF-12A war bei dem PR nur eine leichte Rotfarbung und damit schwache
Rezeptorauspragung nachzuweisen. Die maligne Mammazelllinien BT-20 und die benigne
Mammazelllinie MCF-10A sind rezeptornegative Zellen, somit zeigte sich bei der Anfarbung
der ER-a, ER-B und PR keine (MCF-10A) bzw. nur sehr schwache (BT-20) Rotfarbung (siehe
Abbildung 16-Abbildung 21) (Subik et al. 2010; Marchese und Silva 2012). BT-20 weist zwar
keine Ostrogenrezeptoren, aber eine Auspriagung der Ostrogenrezeptor-mRNA mit einer
Deletion von Exon 5 auf (ATCC 2016a). Fir die vorliegenden Versuche wurden sowohl
rezeptorpositive als auch —negative Zellen untersucht, um die rezeptorassoziierten Wirkungen
enthaltener Flavonoide in den Extrakten mit den nicht-Ostrogenrezeptor vermittelten

Wirkungen der Extrakte zu vergleichen.

5.2 Wirkung von 17B-Estradiol und Tamoxifen auf die Zellen

Fir die Untersuchung der Wirkung der Extrakte auf die Mammazelllinien wurden jeweils 1 %
Tamoxifen 5,63 x 10 2 mg/ml und 1 % Estradiol 2,7 x 10 7 mg/ml als Positivkontrollen
mitgefihrt, um die Ergebnisse spater besser einordnen zu kénnen. In der Vergangenheit
wurde der Zusammenhang zwischen erhéhtem Ostrogenlevel im Blut und erhéhtem Risiko,
ein Mammakarzinom zu entwickeln, mehrfach nachgewiesen (Cauley et al. 1999; Dorgan et
al. 1996; Toniolo et al. 1995; Tamimi et al. 2007; Hankinson et al. 1998). Dies impliziert, dass
Ostrogene auf Mammakarzinomzellen nicht zytotoxisch, sondern eher zellproliferativ wirken.

Tamoxifen dagegen ist ein selektiver Ostrogenrezeptormodulator (SERM) und wird wegen
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seiner antagonistischen Wirkung und damit antiproliferativen Wirkung am o-ER zur

Behandlung des Mammakarzinoms eingesetzt.

Einhergehend mit diesen Vorliberlegungen zeigte sich beim LDH-Zytotoxizitatstest bei den
rezeptorpositiven Mammazelllinien MCF-7 mit 101,66 % und MCF-12A mit 102,57 %
(Abbildung 23) eine starke Zytotoxizitat unter Tamoxifen, die mit der Zytotoxizitat von Triton
vergleichbar war. Andere Zelllinien als diese beiden wurden nicht mit dem LDH-Test
untersucht, da bei dieser Messung der Zelliberstand verwertet wird und die Farbe der
Extrakte einen zu grofRen Einfluss auf die Messergebnisse der photometrischen Messung hatte
(siehe Abbildung 22). Bei der Zellproliferationsuntersuchung mittels BrdU-Test zeigte sich bei
den rezeptorpositiven Zelllinien (MCF-7 [Abbildung 24], T-47D [Abbildung 26], MCF-12A
[Abbildung 27]) genauso wie fir die rezeptornegativen Zelllinien (BT-20 [Abbildung 25], MCF-
10A [Abbildung 28]) eine signifikante starke Einschrankung der Zellproliferation auf nur noch
13 bis 36 % (p < 0,05). Dieses steht im Einklang mit den eingangs erwahnten
rezeptorassoziierten und nicht-rezeptorassoziierten Wirkungen von Tamoxifen auf
Mammazelllinien. Bei der Mammanormalzelllinie HMEPC (Abbildung 29) scheint Tamoxifen in
den vorliegenden Versuchen dagegen eine Zunahme der Proliferation auf ca. 161 % zu
verursachen. Dies steht im Gegensatz zu der beschriebenen Wirkung von Tamoxifen, welches
sogar zur Pravention von Brustkrebs eingesetzt werden kann. So fanden Pierce et al. und
Metcalfe et al. heraus, dass die Gabe von Tamoxifen bei Mammakarzinompatientinnen mit
BRCA1 bzw. -2-Mutation, das Risiko, an einem kontralateralen Karzinom zu erkranken, um
69 % bzw. 38 % senken kann (Pierce et al. 2006; Metcalfe et al. 2004). Allerdings steigt unter
Tamoxifen-Therapie auch das Endometriumkarzinomrisiko um 40 %, weshalb es nicht
unbedenklich verschrieben werden sollte (Mandlekar et al. 2001). In den vorliegenden
Versuchen kann eine Proliferationssteigerung durch Tamoxifen bei HMEPC nur durch einen
Messfehler erklart werden, der wahrscheinlich durch eine geringere Proliferationsrate bei
einer genetisch nicht veranderten Mammazelllinie bedingt ist. In der lichtmikroskopischen
Beurteilung der Zellmorphologie der MCF-7-Zelllinie (Abbildung 33) zeigte sich nach
Tamoxifeneinwirkung eine deutliche Zellschadigung im Sinne einer Zelldestruktion. Eine
Spezifizierung, ob es sich hierbei um Apoptose oder Nekrose handelt, kann allein aus den
Bildern nicht entnommen werden. Hierfiir ware eine Untersuchung zum Apoptoseverhalten
der Zellen mittels Durchflusszytometrie hilfreich. Zu vermuten ist aber die Einleitung einer

Apoptose, da aus der Literatur bekannt ist, dass Tamoxifen bei Hormonrezeptor-positiven und
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—negativen Zellen eine solche auszuldsen vermag (Mandlekar et al. 2001). Hierbei spielen die
eingangs erwahnten Wirkmechanismen des Tamoxifens eine wesentliche Rolle. Bei der
Apoptose handelt es sich um einen programmierten Zelltod, bei dem die Zellen schrumpfen,
die DNA fragmentiert wird und die Zellmembran in kleine Vesikel aufgelost wird, im Gegensatz
zu der Nekrose, bei der durch Ausschiittung des zelluldren Inhaltes in der Folge eine
Entziindungsreaktion in der Umgebung entsteht (Loffler 2008). AuRer bei der Zelllinie MCF-7
senkt Tamoxifen bei den Zelllinien die Glukoseaufnahme auf 34-75 % (Abbildung 47), was mit
einem verringerten Gesamtstoffwechsel und Transportfahigkeit zu erklaren ist. Bei erhdhter
Zytotoxizitdt kommt es zur Apoptose der Zellen und damit zu weniger stoffwechselaktiven
Zellen. Die Ergebnisse fir die Messung des oxidativen Stresses (Abbildung 51) sind mit Werten
um 0,107 bis 0,607 nmol sehr niedrig und damit gegeniber dem Grenzwert von 40 nmol

vernachldssigbar gering.

Bei den Zelllinien BT-20, T-47D, MCF-12A, MCF-10A und HMEPC (Abbildung 59) wurden bei
der pH-Messung nach Tamoxifen-Inkubation flir 24 h mit der Negativkontrolle vergleichbare
Werte gemessen. Es deutet also nichts darauf hin, dass selbst bei deutlicher
Proliferationseinschrankung oder sogar Zytotoxizitit unter Tamoxifen eine Anderung des pH-
Wertes erreicht wird. Dieser ist also nicht geeignet, eine Metabolismusdnderung unter

Tamoxifen nachzuweisen.

Unter Einwirkung von 1 % 17B-Estradiol 2,7x10”7 mg/ml zeigten sich bei den durchgefihrten
Versuchen bei dem LDH-Test fir MCF-7 mit 7,19 % und fir MCF-12A mit 1,44 % (Abbildung
23), wie erwartet, eine vernachladssigbar geringe Zytotoxizitat. Dagegen schien Estradiol bei
allen Zelllinien eine leichte Steigerung der Zellproliferation zu bewirken, die bei MCF-7, BT-20,
T-47D und MCF-12A (Abbildung 31) mit 107 % bis 115 % sogar statistisch signifikant war (P <
0,05). Auch die lichtmikroskopische morphologische Beurteilung der MCF-7 Zellen (Abbildung
34) zeigte mit der Negativkontrolle 2 vergleichbare Zellen. Es waren keine Hinweise auf eine
Destruktion erkennbar. Die Platzreserven waren sogar vermindert, was auf die gesteigerte
Proliferation zuriickzufiihren ist. Die Glukoseaufnahme steigerte sich fir die Zelllinien BT-20,
T-47D und MCF-10A auf 108 % bis 116 % (Abbildung 48) gegeniiber der Negativkontrolle 1
oder 2, die als Referenzwert mit 100 % angesetzt wurde, was mit einem erhdhten

Glukoseverbrauch bei erhohtem Energieaufwand wegen gesteigerter Zellproliferation
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erklarbar ist. MCF-7 zeigte mit 168 % einen so deutlich erhdhten Wert, dass in Hinsicht auf
einen dhnlich hohen Wert bei der Tamoxifen-Positivkontrolle mit dort 157 % und unter
Extrakteinwirkung mit 250 pg/ml trockenem Teeextrakt mit einer Glukoseaufnahme von
291 % Zweifel an der Messung bestehen miissen. Fir die Zelllinien MCF-12A mit 73 % und
HMEPC mit 86 % zeigt sich eine leichte Reduktion der Glukoseaufnahme. Bei trotzdem
nachweisbarer erhohter Zellproliferation beider Zelllinien kann dieser Umstand damit erklart
werden, dass die Zellen ab einem bestimmten Zeitpunkt ihre rdaumlichen Kapazitaten
aufbrauchen. Von da an verbrauchen sie weniger Ressourcen und nehmen damit auch
weniger Glukose auf. Bei der Messung der H,0,-Konzentration (Abbildung 52) zeigten sich fiir
die Hormonrezeptor-negativen Zelllinien BT-20 und MCF-10A, sowie fiir die Hormonrezeptor-
positive Zelllinie MCF-7 keine Abweichungen gegenliber der Negativkontrolle 1 oder 2. Fir die
Rezeptor-positiven Zelllinien MCF-12A und HMEPC scheint sich ein geringfligig erniedrigter
oxidativer Stress zu ergeben und fir T-47D ein geringfligig erhohter Stress, allerdings bleiben
alle diese Werte deutlich unter der Grenze von 40 nmol. Die individuellen Werte sind mit den
jeweiligen Reaktionen der Zellen erklarbar, wenn diese aufgrund erhdhter Proliferation
vermehrt die vorhandenen Antioxidantien verbrauchen. Dies sind sowohl intrazelluldre
antioxidative Enzyme, wie Katalase, Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase und nicht
enzymatische Antioxidantien, wie Vitamin E, C und A, Flavonoide, Albumin, Glutathion,
Thioredoxin, Harnsdure, Polyphenole und Metallionen-Chelatoren (Nourazarian et al. 2014).
Karzinomzellen haben hohere Level an ROS (reactive oxygen species), zu denen auch H,O3
gehort, und eher niedrige Level an Enzymen, die freie Radikale einfangen (Gwin et al. 2011).
Damit ist das Redoxsystem in Tumoren recht instabil und kann bei verdnderten
Anforderungen schnell kippen. Dies machen sich auch unterschiedliche Therapieoptionen, wie
z. B. die Bestrahlung oder Chemotherapeutika, zunutze, indem sie Uber die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies DNA-Schdden verursachen und so die Apoptose induzieren
(Sattler et al. 2007). Watson vertritt die These, dass die Einnahme von
Nahrungserganzungsmitteln, die reich an Antioxidantien sind, sogar eine Therapieresistenz
der jeweiligen Tumoren verursachen und damit das Fortschreiten der Krebserkrankung

beschleunigen kdnnten (Watson 2013).

Auf der anderen Seite spielt Sauerstoffperoxid auch bei der Entstehung verschiedener
Krankheiten eine wichtige Rolle. So konnten Zusammenhange zu der Entstehung von Asthma,

Arthritis, Atherosklerose, diabetischer Vaskulopathie, Osteoporose und neurodegenerativen
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Erkrankungen hergestellt werden (BioVision 2014). Nicht zuletzt die Tumorentstehung und
damit auch die Entwicklung von Brustkrebs konnte in vorhergehenden Studien auf ein

Ungleichgewicht im Redoxstatus der Zellen zuriickgefiihrt werden (Nourazarian et al. 2014).

Bei der pH-Messung im Zelllberstand unter Einfluss von 17B-Estradiol (Abbildung 60) zeigten
sich bei allen Zelllinien, auRer der HMEPC, gegenliber der Negativkontrolle 1 oder 2
geringfligig saurere Werte, was mit einem erhéhten Metabolismus und damit vermehrtem

Anfall von sauren Stoffwechselendprodukten bei erhohter Zellproliferation zu erklaren ist.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Zellen auf das Tamoxifen, wie zu erwarten war, mit
erhohter Zytotoxizitdt und verringerter Zellproliferation und auf das 17B-Estradiol mit
geringer Zytotoxizitdat und vermehrter Zellproliferation reagierten. Dabei zeigten sich keine
wesentlichen Unterschiede zwischen malignen und benignen Zellen sowie ER-positiven und —
negativen Zellen. Die metabolischen Untersuchungen konnten keine eindeutigen Aussagen
liefern. Hier spielten sicherlich geringe Fallzahlen und damit eine hohere Fehleranfalligkeit

eine grofRe Rolle.

5.3 Die Wirkungen der Extrakte auf die Zellen

5.3.1 Vergleich der Extrakte aus Mikrowellen-, Luyengi-, trockener Tee- und frischer

Teeextraktherstellung

Fir die Extraktherstellung wurden Laubblatter des Sanddorns (Hippophae rhamnoides)
genutzt, der aufgrund seiner positiven Eigenschaften schon lange als Heil- und Futtermittel
genutzt wird. In der Volksheilkunde wurden iberwiegend Friichte und Samen genutzt, aber in
letzter Zeit sind auch die anderen Bestandteile der Pflanze in den Fokus der Wissenschaft
geraten. Zwar scheinen die Friichte mehr Antioxidantien zu enthalten als die anderen
Bestandteile der Pflanze, aber die Blatter fallen bei der Ernte mit an (Li et al. 1996). Den
Hauptteil der sekundaren Pflanzenstoffe in den Blattern machen die Flavonoide aus, die zu
den Polyphenolen gehoren. Allgemein haben der Erntezeitpunkt, Erntejahr und
Wachstumsort einen Einfluss auf den Wirkstoffgehalt der Pflanzen (Wang H et al. 1994). Der
Phenolgehalt der Blatter schwankt aber auch je nach Extraktionstechnik zwischen 28,35 mg/g
und 86,7 mg/g (Wani et al. 2013). Ein Pflanzenextrakt ist dabei immer ein Stoffgemisch aus

der Gesamtheit der Wirkstoffe, die durch unterschiedliche Extraktionsverfahren variieren
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kdnnen (Kraft und Stange 2010). Dem entsprechend liegen bei einem wassrigen Extrakt
Uberwiegend hydrophile und kaum lipophile Inhaltsstoffe vor, bei der Methanolextraktion
nach Luyengi oder durch die Mikrowelle kdnnen auch lipophile Stoffe gelost werden. Aus der
Literatur ist bekannt, dass die Mikrowellenextraktion einen héheren Gehalt an Phenolen und
eine starkere antioxidative Aktivitat als beispielsweise Soxhelet-, ultraschallunterstitzte - und
Mazerationstechnik erreichen kann (Sharma et al. 2008). Bei der Untersuchung durch
Maheshwari et al. konnte einem Sanddornblattextrakt, der, dhnlich der Luyengi-Methode,
mittels Ethylacetat an Phenolen angereichert wurde, eine erhohte antioxidative und
hepatoprotektive Wirkung nachgewiesen werden, die Gberwiegend auf den Flavonoidgehalt
zuriickzufiihren war (Maheshwari et al. 2011). Ein wassriger Extrakt, der aus getrockneten
Sanddornblattern hergestellt wird, enthalt immer noch 72 % an Phenolen und Flavonoiden
verglichen mit einem ethanolischen Extrakt (Upadhyay et al. 2010). Aber auch der
vorhergehende Trocknungsvorgang kann im Gegensatz zu dem Frischmaterial den Gehalt an
Phenolen schon senken, da diese fliichtigen Substanzen im gleichen Ausmal, wie die
Temperaturen wahrend des Trocknungsvorganges zunehmen, abnehmen. So enthalt ein
Extrakt, der aus getrockneten Sanddornblattern hergestellt wurde 34 bis 45 mg/g
Trockenmasse und einer aus frischen Blattern 59 mg/ g Aquivalenztrockenmasse (Guan et al.
2005). Ausgehend von diesen Vorlberlegungen kdnnen auch bei den Zelluntersuchungen
ahnlich ausgerichtete, doch unterschiedlich ausgepragte Ergebnisse, je nach verwendetem
Extrakt, erwartet werden. Aus der Literatur sind die Inhaltsstoffe flir aus Sanddornblattern
hergestellte Extrakte bekannt (siehe Tabelle 1), aber fiir die genaue Analyse der Inhaltsstoffe
in der vorliegenden Arbeit wadre Dbeispielsweise eine Pyrolyse-Feldionisation

Massenspektrometrie sinnvoll gewesen.

Die Untersuchung zur Zellproliferation zeigte fiir beide wassrigen Extrakte bei den malignen
Zellen keine Einschrankung der Zellproliferation, bei den Mikrowellen- und Luyengiextrakten
war dies zumindest bei der ER-negativen BT-20 — Zelllinie der Fall, auf die malignen
rezeptorpositiven T-47D und MCF-7 war auch hier keine einschrankende Wirkung feststellbar
(Abbildung 24-Abbildung 26). Bei den benignen Zelllinien MCF-12A, MCF-10A und HMEPC
(Abbildung 27-Abbildung 29) zeigte sich fiir alle Extrakte eine konzentrationsabhangige
Minderung der Zellproliferation. Die Wirkung des Luyengiextraktes war starker ausgebildet als

die des Mikrowellenextraktes. Danach folgten in der Wirksamkeit die wassrigen Teeextrakte.
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In den schwacheren Konzentrationen wirkte hier der trockene Teeextrakt starker und in den

starkeren Konzentrationen der frische Teeextrakt.

Eine Hemmung der Glukoseaufnahme durch die Extrakte ist am eindricklichsten bei der
malignen, rezeptorpositiven T-47D-Zelllinie (Abbildung 43) zu sehen. Hier scheinen die nicht-
wassrigen Extrakte untereinander eine dhnliche und gegeniiber den wassrigen Extrakten eine
starkere Wirkung zu haben. Bei den beiden Zelllinien MCF-7 (Abbildung 41) und MCF-10A
(Abbildung 45) scheint der trockene Teeextrakt im Gegensatz zu den restlichen Extrakten eine
Steigerung der Glukoseaufnahme zu verursachen. Es wiirde sich hier eine ndhere Betrachtung

dieses Extraktes anbieten.

Bei den Messungen zum pH-Wert (Abbildung 53-Abbildung 57) liegen alle Messungen im eher
alkalischen Bereich (pH > 7), es gibt allerdings Unterschiede zwischen den Extrakten, so scheint
der Mikrowellenextrakt weniger alkalisch zu sein als die anderen Extrakte. Dies bestatigt sich
auch in der Messung, in der nur Extrakte im zellfreien Medium gemessen wurden (Abbildung

58). Die Ausgangs-pH-Werte liegen hier weiter im alkalischen Bereich (zwischen 8,3 und 8,6).

Bei der Messung des oxidativen Stresses liegen alle Extrakte etwa gleichauf und scheinen ab
der Konzentration von 250 pg/ml eine Zunahme der H,02-Konzentration zu bewirken. Wenn
man sich allerdings im Vergleich die Messung der Extrakte in gleicher Verdiinnung im zellfreien
Medium ansieht (Abbildung 49), dann wird deutlich, dass die gemessene H,0,-Konzentration
bereits durch die Extrakte zustande kommt und nicht Folge der Wirkung auf die Zellen ist. Laut
dem Test-Kit von BioVision sind solche Ergebnisse in einigen Fallen auch mit interferierenden
Substanzen, die in der Probe enthalten sind, in Zusammenhang zu bringen. Eine im Extrakt
wahrscheinlich in hohem Ausmal enthaltene Substanz ist das Chlorophyll, es liegt also der
Verdacht nahe, dass dieses eine Fehimessung bedingen kdonnte (BioVision 2014). Dieser Test
scheint also nicht geeignet fiir die Beurteilung der vorliegenden Extrakte. Ahnlich verhilt es
sich auch bei den LDH-Messungen, die nur bei den Zelllinien MCF-7 und MCF-12A
durchgefiihrt wurden und dann aufgrund einer zu starken Auswirkung der Testsubstanz auf
die Messqualitat abgebrochen wurden. Hier zeigten sich bei der Messung auch ahnliche Werte
flr die Wirkung der Testsubstanz auf die Zellen und eine Messung ohne Zellen (Abbildung 22).
Grinde hierfir konnen laut Hersteller darin liegen, dass in der Testsubstanz selbst LDH
enthalten ist, oder der Test anderweitig mit der Testsubstanz interferiert (Roche July 2005).
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Auffallig ist, dass bei diesem Test eine kolorimetrische Analyse des Zelliiberstandes bei
bestehendem Zellverband mit moglicherweise abgesunkenen Farbstoffpartikeln aus dem
jeweilig verwendeten Extrakt erfolgte. Um diesen Umstand zu umgehen, kénnte man
moglicherweise einen Test verwenden, der nicht mit dem Zelliiberstand arbeitet, oder durch
Waschschritte ein Auswaschen der Extraktriickstinde ermoglicht. Dieses Vorgehen ware
analog zu dem BrdU-Test, bei dem durch mehrere Waschschritte ein Interferieren der
Testsubstanz mit der Messmethode verhindert wurde. Einen Nachweis hierzu liefert
Abbildung 30. Auch die moderneren Labortests, die auf Lumineszenzmessung basieren,
konnten eine Alternative darstellen (Promega Marz 2016). Auch eine Reinigung des Extraktes
von interferierenden Farbstoffen ware denkbar, allerdings kann man diese Substanzen nicht
genau benennen und aullerdem besteht ein Pflanzenextrakt immer aus der Gesamtheit seiner
Pflanzenwirkstoffe und kann auch nur in dieser in seiner Wirksamkeit beurteilt werden (Kraft

und Stange 2010).

Von den Versuchen zum oxidativen Stress und zur Zytotoxizitdt abgesehen, scheint,
einhergehend mit den Voriiberlegungen, wie bei Upadhyay et al. und Maheshwari et al., eine
Anreicherung des Phenolgehaltes im Sinne einer Ausschiittelung mit Ethylacetat, wie bei der
Luyengi-Extraktionsmethode, eine maximale Anreicherung der Inhaltsstoffe erreicht zu
werden. Dieser Umstand wurde in der vorliegenden Arbeit anhand der maximalen Wirkung
durch den Luyengiextrakt indirekt dargestellt. Auch im Mikrowellenextrakt wurde durch die
Verwendung von Methanol als Losungsmittel eine etwas erhohte Wirkstoffkonzentration
gegeniber den beiden wassrigen Teeextrakten erreicht. Diese wirken zwar nur an den
benignen Zelllinien zellproliferationshemmend, weisen damit aber von der Art der Wirkung
ein ahnliches, nur schwacheres, Wirkprofil auf wie die nicht-wdassrigen Extrakte. Damit ist
davon auszugehen, dass sie die selben Inhaltsstoffe, allerdings in geringerer Konzentration
enthalten. Dies steht auch in Ubereinstimmung mit Angaben aus der Literatur (Upadhyay et

al. 2010; Maheshwari et al. 2011).

5.3.2 Vergleich von Tumorzellen und nicht entarteten Zellen

Sanddornblatter enthalten einen hohen Anteil an Flavonoiden (Wani et al. 2016). In
vorhergehenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass Flavonoide in verschiedener Hinsicht
positive Auswirkungen auf die Gesundheit haben. So untersuchten Knekt et al. in der

finnischen Bevolkerung den Zusammenhang zwischen der Flavonoidzufuhr durch die
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Nahrungsaufnahme und der Inzidenz und Mortalitdt verschiedener chronischer
Erkrankungen, wie kardiovaskuldare Erkrankungen, Lungen- und Prostatakarzinom, Asthma
und Diabetes Typ 2. Die Forscher kamen zu dem Ergebnis, dass das Risiko fur diese
Erkrankungen bei erhohter Flavonoidzufuhr sinkt (Knekt et al. 2002). Auch eine italienische
Studie, die sich mit der Flavonoidzufuhr und dem Risiko fiir die Entstehung von Brustkrebs
befasste, kam zu einem &dhnlichen Ergebnis (Bosetti et al. 2005). Speziell der
Sanddornblattextrakt hat in Tiermodellen einen hepatoprotektiven Effekt (Maheshwari et al.

2011).

Auch wenn also vieles darauf hin weist, dass Flavonoide eine durchweg positive Auswirkung
auf die Gesundheit haben, muss bei einem potentiellen Wirkstoff gegen maligne
Mammakarzinomzellen immer auch die Wirkung auf benigne Mammazellen untersucht
werden, um eine Proliferationssteigerung und damit Entartungstendenz auszuschlieRen. In
den vorliegenden Versuchen zeigte sich fiir die malignen Zelllinien MCF-7 (Abbildung 24), BT-
20 (Abbildung 25) und T-47D (Abbildung 26) allerdings nicht, wie erwartet, eine Abnahme der
Zellproliferation in héheren Konzentrationen. Im Gegenteil: Einige Extraktkonzentrationen
bewirkten sogar eine Zunahme der Proliferation, allerdings nur selten signifikant. Dies scheint
ein Widerspruch zu den Angaben in der Literatur zu sein, dass das aus Sanddornblattern
isolierte Flavonoid Isorhamnetin auf Zellen aus einem hepatozelluldaren Karzinom zytotoxisch
wirkt (Teng et al. 2006). Allerdings ist bekannt, dass Monosubstanzen anders wirken kdnnen
als ein Extrakt, in dem sie u. a. enthalten sind (Kraft und Stange 2010). Auf die benignen
Zelllinien MCF-12A (Abbildung 27), MCF-10A (Abbildung 28) und HMEPC (Abbildung 29)
dagegen wirkten alle Extrakte ab jeweils unterschiedlichen Konzentrationen
zellproliferationshemmend, meistens sogar signifikant. Dieser Unterschied zwischen malignen
und benignen Zellen kann in der Tumorbiologie begriindet sein, aufgrund derer maligne Zellen
durch Ausschaltung von Antionkogenen oder Mutation von Protoonkogenen einen
abnormalen Zellzyklus besitzen. Dieses fiihrt zu einer ausgepragten Zellvermehrung,
Zellwachstum und verldangerter Zelllebenszeit (Loffler 2008). Dieses ausgepragte Wachstum
der malignen Zellen gegeniiber den benignen Zellen hat moglicherweise dazu beigetragen,
dass dieser Test durch methodische Fehler verfdlscht wurde. Um die Wirkung des
hormonhaltigen Mediums auf die Testung zu verringern, wurde nach einem Tag auf ein

hormonfreies Medium gewechselt und dann weitere 24 h abgewartet. Dadurch, dass erst nach
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einer zweitagigen Wachstumszeit die Extrakte zu den Zellen gegeben wurden, konnte bei den
malignen Zelllinien durch starkeres Wachstum als bei den benignen, eine so groRe Zellzahl im
Well erreicht werden, dass bei anschliefender Zugabe der Extrakte die Platzreserven nicht
mehr ausreichten, um ein ausreichendes Wachstum fiir den Test zu ermdglichen. Dann fiihrte
dies zu einer falsch geringen Proliferation bei der Negativkontrolle, zu langeren Wartezeiten
bis zum Farbumschlag beim BrdU-Test und damit einhergehend im Verhaltnis zu falsch hohen
Werten bei den Extrakten. Zusatzlich kann moglicherweise durch das zweitdgige Wachstum
die im Testkit empfohlene Zellzahl von 2 x 10* Zellen/Well Gberschritten worden sein, was zu
einer hohen unspezifischen Bindung des Antikorper-Konjugates an die Zellen fiihren und
damit ebenfalls falsch hohe Ergebnisse hervorrufen kann. Diese Moglichkeiten sind in der
Fehleranalyse des Herstellers benannt (Roche August 2007). AulRerdem sind die vorliegenden
Untersuchungen zur Wirkung der Sanddornblatterextrakte auf Mammakarzinomzellen bisher
erstmalig durchgefiihrte Experimente und kénnen daher mit keiner bekannten Literatur
verglichen werden. Es muss auch der Umstand erwogen werden, dass die Extrakte auf maligne
Brustkrebszellen moéglicherweise proliferativ wirken. Dass eine Proliferationssteigerung bei
den benignen Zellen ausgeschlossen werden kann, deutet darauf hin, dass hier zumindest kein
karzinogeneseforderndes Potential vorliegt. In den hohen Konzentrationen tritt sogar eine
signifikante Proliferationshemmung ein. Dieser Umstand ist in einem zellexperimentellen
Untersuchungsansatz sehr eindriicklich, wirde aber bei einer moglichen Therapie eines
Menschen keine Rolle spielen, da derartige Konzentrationen am Organ nicht erreicht werden

kénnten.

Ein Test zur Zytotoxizitat der Extrakte (LDH-Test) konnte wegen der starken Eigenfarbung der
Extrakte nicht durchgefiihrt werden. Um aber eine Einschatzung der Zytotoxizitat zu erhalten,
erfolgte eine lichtmikroskopische Beurteilung der Zellmorphologie unter Einwirkung des
Luyengiextraktes auf die maligne Zelllinie MCF-7 (Abbildung 35-Abbildung 40). Hier zeigten
sich mit zunehmender Extraktkonzentration ein Auflésen der Zellverbdande und eine
Schadigung der Zellen, welche anhand zunehmender Unscharfe, Vakuolisierung und
Abrundung der Zellen sichtbar wurde und ab einer Konzentration von 500 pg/ml mit der
Morphologie bei Tamoxifen-Einwirkung vergleichbar war. Diese dadurch zu vermutende
Zytotoxizitat und damit auch Einschriankung der Proliferation konnte im BrdU-Test nicht

nachgewiesen werden, beziehungsweise besteht mit einer hier dargestellten Zunahme der
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Zellproliferation unter Luyengiextrakt bei MCF-7 (Abbildung 24) auf 144 % bei 500 pug/ml ein

starker Gegensatz.

Bei der Glukoseaufnahme zeigte sich fiir die malignen Zellen keine einheitliche Entwicklung
unter Extrakteinwirkung. Wahrend fir die MCF-7 Zellen (Abbildung 41) eher eine Zunahme
der Glukoseaufnahme gesehen wurde, nimmt diese bei BT-20 (Abbildung 42) und T-47D
(Abbildung 43) ab einer Konzentration von 750 pg/ml ab. Diese Umstdnde konnen auf
verschiedene Arten erklart werden: Einerseits steigt bei zunehmender Proliferationsleistung
der Energieverbrauch, andererseits ist aber auch die Apoptose der Zellen ein
energieverbrauchender Prozess und kann ebenso zur Aufnahmesteigerung fir Glukose fiihren
(Loffler 2008). Bei den benignen Zellen ist ebenfalls keine eindeutige Tendenz zu erkennen.
Die Zelllinien MCF-12A (Abbildung 44) und MCF-10A (Abbildung 45) steigern bis zu einer
Konzentration von 500 pg/ml die Glukoseaufnahme, die dann unterhalb des Wertes fur die
Negativkontrolle abfallt. Die HMEPC (Abbildung 46) zeigen eine konzentrationsabhdngige
Abnahme der Glukoseaufnahme. Wahrscheinlich spielt die gesteigerte Apoptose bei den
niedrigen Konzentrationen, die den Energieverbrauch steigert, und die niedrige Zell-
Lebendzahl bei den héheren Konzentrationen, die einen geringeren Verbrauch mit sich bringt,

eine Rolle.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass trotz schon erfolgter Untersuchungen die
Sicherheitsevaluation des Sanddornblattextraktes noch sehr rudimentéar ist, da hier bisher nur
tierexperimentelle Untersuchungen durchgefihrt wurden und Untersuchungen zur
Vertraglichkeit beim Menschen noch ausstehen (Wani et al. 2016). Aus den vorliegenden
Untersuchungen kann aber der Schluss gezogen werden, dass ein Einsatz von
Sanddornblatterextrakt zwar bei nicht entarteten Zellen keine negativen Effekte hervorruft,
diese aber bei malignen Zellen nicht sicher ausgeschlossen werden kénnen und somit hier ein
weiterer Klarungsbedarf besteht. Da hier Widerspriiche zwischen den verschiedenen
Testmethoden bestehen, sollte eine Extraktfarben-unabhidngige Messmethode,

beispielsweise mittels Lumineszenzmessung, gewahlt werden.
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5.3.3 Vergleich von ER-positiven und ER-negativen Zellen

Es ist bekannt, dass nicht nur 17B-Estradiol und andere Steroidhormone an den ER binden
kdnnen, sondern auch diverse andere synthetische oder natlirlich vorkommende Substanzen,
wie z. B. DDT oder Phytodstrogene (Matthews et al. 2000). Auch fiir das Flavonoid Quercetin,
das ebenso wie Kaempherol, Isorhamnetin und Epicatechin wesentlicher Bestandteil der
bioaktiven Inhaltsstoffe der Sanddornblatter ist (Wani et al. 2016), wurde eine Interaktion mit
den Ostrogenrezeptoren nachgewiesen. So verglichen niederlindische Forscher die
Wirkungen von Quercetin, Genistein und 17B-Estradiol auf die ER-positiven
Mammakarzinomzellen MCF-7 und T-47D, die auch in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurden, mit den Wirkungen auf Rezeptor-negative Zellen (van der Woude et al. 2005).
Quercetin Ubte nur auf die Rezeptor-positiven Zellen einen biphasischen Effekt aus. In
niedrigen und damit physiologisch erreichbaren Konzentrationen wirkte es genauso
zellproliferationssteigernd wie das Phytodstrogen. In hoheren Konzentrationen kam es zu
einer Einschrankung der Zellproliferation. AuRerdem hatte Quercetin eine, im Vergleich zu
Estradiol, ausgepragtere Wirkung am ER B als am ER a. Die Forscher zogen daraus den Schluss,
dass Quercetin in niedrigeren Konzentrationen lber den ER eine Proliferation auszulosen
vermag und damit auch den Phytodstrogenen zuzuordnen ist. In hoheren Konzentrationen
wirden dann andere Mechanismen (iberwiegen, sodass es hier zu einer
Proliferationseinschrankung kommt. Andererseits scheint in-vivo die Stimulierung des B-ER
eine protektive Bedeutung zu haben, da nachweislich ein erhéhter Verzehr von Flavonoiden
zu einem verringerten Risiko fir die Entstehung eines Mammakarzinoms flihrt (Bosetti et al.
2005). Fir die vorliegenden Versuche wirde dies bedeuten, dass ein Wirkungsunterschied an
Rezeptor-positiven und Rezeptor-negativen Brustkrebszellen durch den Sanddornextrakt

auszulosen ware.

Wenn man sich hierzu allerdings die Diagramme ansieht, fallt auf, dass bei den rezeptor-
positiven malignen Zelllinien MCF-7 (Abbildung 24) und T-47D (Abbildung 26) die Zugabe der
Sanddornblattextrakte in den niedrigen Konzentrationen die Zellproliferation nicht verandert
und in hohen Konzentrationen sogar steigert. Fir die Rezeptor-negative maligne Zelllinie
BT-20 (Abbildung 25) zeigt sich in den héheren Konzentrationen zumindest fiir die nicht-
wassrigen Extrakte eine nicht signifikante Abnahme der Zellproliferation. Bei den benignen

Zellen dagegen, scheint kein Unterschied zwischen den Rezeptor-positiven MCF-12A
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(Abbildung 27) und HMEPC (Abbildung 29) sowie der Rezeptor-negativen MCF-10A (Abbildung
28) zu bestehen. Die Extrakte wirken bei allen benignen Zelllinien mit zunehmender
Konzentration vermehrt signifikant hemmend auf die Zellproliferation. Diese Ergebnisse
lassen sich nicht unbedingt mit den Vorlberlegungen in Einklang bringen, aber da keine
Extraktanalyse durchgefiihrt wurde, kann nicht auf den Gehalt von Quercetin und dessen
Konzentration geschlossen werden, damit kénnen auch die Ergebnisse nicht dahingehend
eingeordnet werden, ob sie durch Quercetin oder einen der anderen Inhaltsstoffe
hervorgerufen wurden. Zusatzlich wirken hier auch die anderen in den Extrakten enthaltenen
bioaktiven Bestandteile, wie die Flavonoide Kaempherol, Isorhamnetin und Epicatechin, auf
Ostrogenrezeptoren in allen Konzentrationen eher hemmend. So soll Kaempherol auf die ER
von MCF-7 Zellen inhibierend wirken (Kraft und Stange 2010; Hung 2004). Auch firr die
Flavonoide Isorhamnetin und Epicatechin konnten Aktivitaten am ER nachgewiesen werden
(Breinholt und Larsen 1998). In der vorliegenden Arbeit zeigt sich in vitro eher keine Wirkung
Uber den ER und somit kann keine Zuordnung der Flavonoide zu den Phytodstrogen

vorgenommen werden.

Fir die Glukoseaufnahme unter Extrakteinwirkung gibt es unter Berlicksichtigung des
Rezeptorstatus, keinen eindeutigen Zusammenhang. Bei den malignen Zellen beobachtet man
bei der Rezeptor-positiven MCF-7 eher eine Zunahme und bei den BT-20 und T-47D zuerst
eine Zunahme und in hoheren Konzentrationen eine Abnahme der Glukoseaufnahme. Ein
ahnliches Profil weisen sowohl die Rezeptor-positive benigne MCF-12A als auch Rezeptor-
negative MCF-10A auf. Lediglich bei der HMEPC verringern die Extrakte
konzentrationsabhadngig die Glukose schon in den niedrigsten Konzentrationen. Es kann also

nicht von einer Rezeptorabhangigkeit bei der Wirkung ausgegangen werden.

Bei der pH-Wert-Messung zeigen die Rezeptor-negativen Zelllinien BT-20 und MCF-10A
entgegengesetzte Wirkungen: Bei BT-20 scheint der pH-Wert mit zunehmender Konzentration
zuzunehmen und bei MCF-10A abzunehmen. Bei den Rezeptor-positiven Zelllinien zeigt sich
flir T-47D und MCF-12A ein Gleichbleiben oder geringes Abnehmen der Werte und fiir HMEPC

eine leichte Zunahme.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass Flavonoide zwar auch Gber die ER wirken kénnen,
dieses Wirkprinzip in den vorliegenden Versuchen aber nicht im Vordergrund steht. Hier ist
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die Malignitat ausschlaggebender als der Rezeptorstatus. Moglicherweise sind es auch andere
Komponenten im Extrakt, die die Effekte verursachen. Eventuell sind die Flavonoide wenig an
der Wirkung beteiligt. Ein wichtiger Umstand liegt hierfiir sicherlich darin, dass es sich bei dem

Sanddornblattextrakt um ein Stoffgemisch handelt.

5.4 Methodenkritik

Wie in den vorhergehenden Abschnitten angemerkt, ist eine Ergebnisdiskussion in der
vorliegenden Arbeit nur im Zusammenhang mit einer ausfiihrlichen Fehleranalyse und

Methodenkritik sinnvoll.

Aus der Art der verwendeten Extraktionsmethode kann zwar auf den Gehalt an eher lipophilen
oder hydrophilen Bestandteilen geschlossen werden, aber eine genaue Extraktanalyse
erfolgte nicht, sodass eine Zuordnung der beobachteten Wirkung zu einem bestimmten

Inhaltsstoff nicht erfolgen kann.

Der LDH-Zytotoxizitatstest war fir den vorliegenden Versuchsaufbau nicht geeignet und
wurde deshalb abgebrochen. Die Vermutung liegt nahe, dass die Extraktfarbe mit der
photometrischen Messmethode interferierte (siehe Abbildung 22). Mégliche Alternativen
waren hier ein Auswaschen der Extraktriickstdande, eine Verwendung moderner Labortests mit
beispielsweise Lumineszenzmessung (Promega Marz 2016) oder eine Extraktreinigung, wie

bereits oben erwahnt.

Der BrdU-Proliferationstest umgeht das Problem mit der Extrakteigenfarbe durch
verschiedene Waschschritte. Aber teilweise wurden hier hohe Proliferationsraten gemessen,
die z. B. durch Messfehler bei zu geringer Proliferationsrate erklart werden koénnen.
Problematisch ist hier sicherlich auch die langere Wachstumsphase der Zellen durch Wechsel
auf ein hormonfreies Medium nach einem Tag und erneuter Inkubation fiir 24 Stunden.
Hiermit bestehen dann bei Extraktzugabe nur geringe Platzreserven filir ein weiteres
Wachstum und bei erhohter Zellzahl ist die Wahrscheinlichkeit von unspezifischen Bindungen

des Antikorperkonjugates erhoht (Roche August 2007).

Das Verfahren der lichtmikroskopischen Beurteilung der Zellen war urspriinglich nicht geplant
und wurde als Pilotstudie an einer Zelllinie durchgefiihrt um die widerspriichlichen Ergebnisse

der anderen Methoden besser einordnen zu konnen. Fir eine standardisierte
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Untersuchungsmethode eignet sie sich nicht. Die Anderungen der Morphologie kénnen nur

semiqualitativ und -quantitativ eingeordnet werden.

Die metabolischen Analysen (Glukosebestimmung, oxidativer Stress und Messung des pH-
Wertes) wurden je nur einmal durchgefiihrt. Somit besteht eine erhohte

Fehlerwahrscheinlichkeit bei den Messungen.

Die Glukosemessung ergibt in einigen Fallen eine stark erhohte Glukoseaufnahme, die nicht
durch die zellphysiologischen Vorgadnge erklart werden kénnen und damit einen Messfehler

wahrscheinlich machen.

Die Bestimmung des oxidativen Stresses erbrachte fir diese Arbeit keinen Zugewinn an
Erkenntnissen. Alle gemessenen Werte befinden sich weit unter dem Grenzwert von 40
nmol/Well. Zusétzlich wurde in einer Kontrolle ersichtlich, dass eine Wertanderung bereits
durch die Extrakte allein ohne Einwirkung auf die Zellen zustande kommt (siehe Abbildung
50). Hier ist wiederum ein Interferieren der Extrakte mit der photometrischen Messmethode,

ahnlich der LDH-Messung, wahrscheinlich.

An der pH-Messung missen Zweifel bestehen hinsichtlich der Aussagekraft der gemessenen
Werte. Viele liegen weit im unphysiologisch alkalischen Milieu und sind damit in keiner Weise

mit pH-Werten um 7,4, wie sie im menschlichen Organismus bestehen, vergleichbar.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Zunahme chronischer Erkrankungen wie Karzinome infolge des demographischen
Wandels erfordert eine standige Entwicklung neuer Praventivansatze und Heilmethoden.
Bisherige Untersuchungen ergaben, dass eine flavonoidreiche Ernahrung mit einer geringeren
Brustkrebsinzidenz assoziiert ist. Der in der traditionellen Medizin vielfaltig verwendete
Sanddorn hat einen hohen Flavonoidgehalt, der in den Friichten zwar hoher als in den Blattern
ist, letztere konnen aber einfacher geerntet und verarbeitet werden kénnen. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine mogliche Wirkung von zwei wassrigen Extrakten aus frischen
bzw. getrockneten Sanddornblattern und zwei lipophilen Extrakten (Mikrowellenextraktion,
Extraktion nach Luyengi) auf Mammakarzinomzellen (MCF-7, BT-20, T-47D), genetisch
modifizierte benigne Mammazellen (MCF-12A, MCF-10A) sowie auf eine gesunde humane

Mammazelllinie (HMEPC) mit unterschiedlichem Hormonrezeptorstatus in vitro geprift.

Der Hormonrezeptorstatus wurde mittels Immunhistochemie evaluiert. Der Einfluss der
Extrakte auf die Zellproliferation wurde mit dem BrdU-Test und lichtmikroskopisch gepruft.
Zudem wurden zur Evaluation der Wirkung des Extraktes auf den Zellmetabolismus Glukose,

oxidativer Stress und pH-Wert gemessen.

Zwischen benignen und malignen Zelllinien fanden sich deutliche Wirkungsunterschiede. Der
BrdU-Test ergab bei den benignen Mammazellen keine proliferative Wirkung, d. h. keinen
Hinweis auf ein karzinogenes Potenzial. Bei den malignen Mammazelllinien zeigte sich z. T.
eine proliferative Wirkung bei héheren Extraktkonzentrationen. In der lichtmikroskopischen
Pilotstudie fand sich dagegen eine zunehmend zytotoxische Wirkung des Extraktes nach
Luyengi auf die Hormonrezeptor-positive MCF-7-Zelllinie. Die lipophilen Extrakte,
insbesondere der Extrakt nach Luyengi, waren hinsichtlich der Wirkstarke den beiden

wassrigen Extrakten Uiberlegen, zwischen denen sich nur geringe Unterschiede zeigten.

Die Untersuchungen zum Zellmetabolismus ergaben keine spezifischen Hinweise auf die Art
der Wirkung des Extraktes. Auch der Hormonrezeptorstatus schien nur eine untergeordnete
Rolle zu spielen, da sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Rezeptor-positiven

und -negativen Mammazelllinien fanden.
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Die Aussagen der verschiedenen Tests waren uneinheitlich. Hierflr verantwortlich sind u.a.
auch methodische Fehler, so waren z. B. die Ergebnisse einiger kolorimetrischer Tests (LDH-
Zytotoxizitatstest, MTT-Zellviabilitatstest) wegen der starken Eigenfarbe des Zelliberstandes

nicht aussagefahig.

Um die Wirkung von Sanddornblatterextrakten insbesondere auf maligne
Mammakarzinomzelllinien einschdtzen zu koénnen, sollten weitere Experimente mit
geeigneteren Methoden durchgefiihrt werden. Hier bieten sich sowohl Zellviabilitats- und
Zytotoxizitatstests,  beispielsweise  auf der Basis von Lumineszenz-  und

Fluoreszenzmessungen, als auch Experimente mit héherwertigen Modellen an.
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In epidemiologischen Untersuchungen z. B. in Ostasien, wurden prdventive Effekte einer
flavonoidreichen Erndhrung hinsichtlich kardiovaskuldarer Erkrankungen, Karzinomen,
Asthma bronchiale und Diabetes mellitus Typ 2 nachgewiesen.

In den Friichten und Blattern des Sanddornes sind hohe Konzentrationen der Flavonoide
Quercetin, Isorhamnetin, Kaempferol und Epicatechin enthalten. Ein tumorpraventives
Potenzial wird deshalb diskutiert.

Ein lipophiler Extrakt scheint einem wassrigen Extrakt von Sanddornblattern (frisch oder
getrocknet) hinsichtlich des Wirkstoffgehaltes Giberlegen zu sein. Der Extrakt nach Luyengi
war dabei dem Mikrowellenextrakt Gberlegen.

Lichtmikroskopisch ergaben sich bei einer Pilotstudie Hinweise auf eine zytotoxische
Wirkung auf die Hormonrezeptor-positive Mammakarzinomzelllinie MCF-7 bei
zunehmender Konzentration des Extraktes nach Luyengi.

Keiner der Extrakte zeigte bei benignen Mammazellen eine proliferative Wirkung.

Bei den Mammakarzinomzelllinien (MCF-7, BT-20, T-47D) konnten dagegen eine
proliferative Wirkung und damit ein karzinogenes Potenzial der Extrakte nicht sicher
ausgeschlossen werden.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen Hormonrezeptor-positiven und -negativen
Zelllinien waren hinsichtlich der Proliferation nicht nachweisbar. Die Hormonrezeptor-
Expression scheint bei der Wirkungsvermittlung der Extrakte damit nur eine geringe Rolle
zu spielen.

Die zur naheren Charakterisierung der antiproliferativen Wirkung durchgefiihrten
metabolischen Untersuchungen (Glukosebestimmung, Bestimmung des oxidativen
Stresses und pH-Messung) waren nicht zielfiihrend.

Sanddornblatterextrakte sollten aufgrund der bekannten Eigenschaften der enthaltenen
Flavonoide weiter hinsichtlich ihrer potenziellen Nutzbarkeit zur Pravention und Therapie
des Mamma-Karzinoms untersucht werden.

Hier sollten beispielsweise Lumineszenz- und Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt
werden, da wegen der intensiven Farbung der Extrakte kolorimetrische Messverfahren

kaum aussagefahig sind.
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Anhang

Chemikalien und Materialien

Extraktion nach der Mikrowellenextraktionsmethode

Trockenschrank Binder

Methanol, Roth

Mikrowelle MarsXpress von CEM

Unterdruckpumpe

Vakuumrotationsverdampfer, Heidolph VV2011

Silicagel Exsikkator: Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Waage BP2105 (Sartorius, Deutschland)

Ethanol absolut (Applichem)

Lignanextraktion nach Luyengi

Metahanol, Roth

Ethylacetat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Faltentrichter, Durchmesser 185 mm, Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland
Vakuumrotationsverdampfer, Heidolph VV2011

Ethanol absolut (Applichem)

Teeextrakte

Trockenschrank Binder

Teefilter Melitta (von Rossmann)

Heizplatte Heidolph

Faltentrichter, Durchmesser 185 mm, Schleicher und Schuell 595 1/, Dassel,
Deutschland

Eppendorf Concentrator 5301

Vakuumrotationsverdampfer, Heidolph VV2011

Silicagel Exsikkator: Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Agua dest
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Zelllinien

MCEF-7: ATCC
BT-20: ATCC
MCF-12A: ATCC
MCF-10A: ATCC
T-47D: ATCC
HMEPC: provitro

Kulturmedien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM): High Glucose (4,5 g/I) mit L-Glutamine,
Phenol Red und 3,7 g/l NaHCO3, ohne Sodium Pyruvate (PAA THE CELL CULTURE
COMPANY)

RosWell Park Memorial Institute (RPMI): mit L-Glutamine, ohne Phenol Red (PAA THE
CELL CULTURE COMPANY)

Nutrient Mixture F-12 (Ham's F-12): mit 10% Horse Serum, Pen. /Strep., Amphot. und
Supp. Mammaepithel (PAA THE CELL CULTURE COMPANY)

MEM =Minimal Essential Medium (Sigma-Aldrich-Chemie)

Mammary epithel cell growth medium (provitro)

Supplement-Mix (Promo Cell)

FKS (Fetales Kalberserum); Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
Amphotericin B: 250 pug/ml, PAA Laboratories GmbH, Deutschland
Penicillin-Streptomycin-Solution: 10000 Einheiten Penicillin  und 10 mg
Streptomycin/ml; 0,9 % NaCl, Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, Deutschland

Zusatz fiur Einfriermedium: DMSO: Dimethylsulfoxid rein (G. Vogler b.v. Rotterdam)

Losungen und Chemikalien

PBS (phosphatgepufferte NaCl-Losung), 10 mM, pH = 7,4 (8,0 g NaCl + 2,9 g Na;HPO4 X
2 ww + 0,2 g NaaHPO4+ 0,2 KCl / 1,0 | Aqua dest.); Invitrogen, England

Trypsin-EDTA (0,25 %): PAA Laboratories GmbH, Deutschland

Accutase (Sigma-Aldrich-Chemie)

Trypanblau (0,4 %); Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland

17pB- Estradiol, Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
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Tamoxifen, Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
Tritonldsung (FERAK Berlin)

Ethanol absolut (Applichem)

HCL: 37%, fur LDH-Zytotoxizitatstest (Carl ROTH)

H2S04: 30%, zum BrdU-Zellproliferationstest (Carl ROTH)

Zellkulturmaterialien

Gerate

Zellkulturflaschen: 25cm?, 75cm?, 150cm? (TPP Techno Plastic Products AG)
Reaktionsgefafle 25 ml, 50 ml; Griiner bio- one Cellstar ®

Zellkulturplatten: 24- Well- Platte, 96- Well- Platte; Griiner bio- one Cellstar ®
1,5 ml Eppendorf-Tubes

Kryordéhrchen: 2.0 ml (TPP Techno Plastic Products AG)

Parafilm: (American National CanTM)

Pipetten; Eppendorf Typ Research

Pipetten (Glas) (5 ml, 10 ml, 25 ml) (TPP)

Desinfektionsmittel; Bacillol R plus, Bode

Blirker-Zahlkammer: Poly-Optik GmbH, Bad Blankenburg

Brutschrank: (Temperatur ist 37 °C, 5% Kohlenstoffdioxid), Function Line (Heraeus
Instruments GmbH, Hanau)

Kihltruhe (-80°C); Heraeus

Kihlschrank: Liebherr Premium (Liebherr)

Sterilbox; Heraeus

Zentrifuge Hettich ,Universal 30 RF“

Vortexer Heidolph ,,Reax 2000“

ELISA-Photometer: BioRad Modell 680 (Microplate Reader, BioRad Laboratories
GmbH, Miinchen)

Mikroskope: Olympus CK2-TR (Optical Co., Ltd., Japan). Carl Zeiss Axiovert 40 C (Carl

Zeiss Micro Imaging GmbH Gottingen)

Immunhistochemie

ImmPRESS Universal Reagent Anti Mouse/Rabbit Ig Kit (Vector Laboratories)
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- Formafix 4 % gepuffert (Grimm med. Recycling GmbH)

- Wasserstoffperoxid: H,02 0,3% (MERCK)

- Horse-Serum (Sigma-Aldrich)

- Ostrogenrezeptor a: Isotyp IgG1, Klon 1D5, Ready-to-use-Lésung (DAKO)

- Ostrogenrezeptor B: Isotyp IgG1, Klon 57/3, Ready-to-use-Lésung (Serotec)

- Progesteronrezeptor: Isotyp 1gG1, Klon Clone PgR636, Ready-to-use-Losung (DAKO)
- Sekundarantikorper: ImmPRESS TM Reagent Peroxidase

- Chromogen LinRed (Linaris-Biologische Produkte GmbH)

Detection — Kits

- LDH-Test: Cytotoxicity Detection Kit, Roche
- BrdU-Test: Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche

Quantitative Glukose-Messung:

- BIOSEN 4140 (Fa. Biosen)

Messung des Oxidativen Stresses

- Hydrogen Peroxide Assay Kit (BioVision)

pH-Messung

- pH-Messgerat von Orion Star® und Star Plus Meter® mit Thermo Scientific Elektrode

Orion ROSS Ultra®
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