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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pflanzenwirkstoffe

1.1.1. Historische Entwicklung und Nutzung von Pflanzenwirkstoffen in der Medizin

Die Pflanzenheilkunde (Phytotherapie) gehort mit zu den dltesten bekannten
Medizinlehren. Vor mehr als 3.000 Jahren wurden bereits in Indien und China Krankheiten
mit Hilfe von Pflanzenwirkstoffen behandelt. Sie wurden in allen Hochkulturen eingesetzt
und galten als die wichtigsten Heilmittel bis zum Beginn des 20. Jahrhunderts. Bereits um
350 v. Chr. beschrieb der Grieche Diokles von Karytos als Erster die Zubereitung und
Anwendung von Pflanzen des Ostlichen Mittelmeerraumes. Auch Galen (129-199 n. Chr.)
machte sich verdient, indem er in seinen Werken, die vielfiltigen Zubereitungsweisen bis
dahin bekannter Heilpflanzen zusammentrug. Diese Erkenntnisse und Ausfithrungen galten
bis ins spite Mittelalter als verbindlich. Mit Paracelsus (1493-1541) begann eine
Systematisierung der heimischen Heilpflanzenkunde in seinem Werk "Herbarius” [71]. Er
versuchte, durch Destillation die Essenz der Pflanze, das "Arcanum”, von den
unbrauchbaren Bestandteilen zu trennen und so den reinen Wirkstoff zu gewinnen. Auf
diese Weise erhielt er die ersten alkoholischen Pflanzenausziige. In der Folge entwickelte
sich die Pflanzenheilkunde weiter in traditionell naturheilkundlicher Richtung,
beispielsweise durch Sebastian Kneipp. Aber auch in phytochemischer Richtung gab es
Fortschritte. Diverse Inhaltsstoffe von Pflanzen, so z.B. das Morphin aus dem Opium, dem
eingetrockneten Milchsaft des Schlafmohns, konnten durch neu etablierte Verfahren isoliert
werden und waren offen fiir pharmakologische Untersuchungen.

Isolierte Inhaltsstoffe und deren Derivate werden nicht mehr zu den Phytopharmaka
gezdhlt, sondern sind chemische Substanzen. In den 1930er Jahren begann die
pharmazeutische Industrie, Medikamente auf synthetisch-chemischem Weg herzustellen
und entwickelte starke und schnell wirksame Arzneimittel, welche die pflanzlichen
Medikamente in den Hintergrund dréngten. Heute jedoch erlebt die Pflanzenheilkunde eine

Renaissance als wertvolle Ergdnzung zu chemotherapeutischen Behandlungen.

1.1.2. Sekunddre Pflanzenwirkstoffe
Grundsitzlich werden primére- von sekunddren Pflanzenstoffe unterschieden. Bei den

priméren Pflanzenstoffen handelt es sich um vom menschlichen Korper als Nahrungsstoffe
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Einleitung

verwertbare, wie Kohlenhydrate, Fette und Eiweifle. Fiir die sekundéren existieren eine
Vielzahl weiterer Begriffe, u.a. Vitalstoffe, nicht-nutrive Antioxidantien, Phytamine oder
Phytochemicals. Nach Caragay (1992) lassen sich die sekundiren Pflanzenstoffe in 14
Klassen einteilen: Sulfide, Phytate, Flavonoide, Glucosinolate, Carotinoide, Cumarin,
Monoterpene, Triterpene, Lignane, phenolische Sduren, Indole, Isothiocyanate, Phtalide
und Poline [12]. Die Funktion von sekundiren Pflanzenstoffen fiir die Pflanze war lange
Zeit ungeklart. Zuniachst wurde vermutet, dass diese ,,Nebenprodukte® des pflanzlichen
Organismus dazu dienen, unniitze oder toxische Stoffwechselprodukte des priméren
Stoffwechsels zu eliminieren. Heute gilt die Erkenntnis, dass sekundére Pflanzenstoffe
wichtige okologische Aufgaben in der Interaktion mit der Umwelt erfiillen. Sie werden u. a.
als Abwehrstoffe gegen Schidlinge und Krankheiten, als Wachstumsregulatoren und als
Farb- und Lockstoffe von der Pflanze synthetisiert [10]. Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick
einiger ausgewdhlter sogenannter Phytamine deren Vorkommen und Wirkungen auf den

menschlichen Organismus.

Phytamin Vorkommen Wirkung/Effekt
Reserpin Rauwolfina serpentina Senkung des Bluthochdrucks
Tabernaemontana orientalis [48,103]

(australische Bitterrinde)

Sulfide Allium sativum antithrombotische und krebs-
(Knoblauch) protektive Eigenschaften [6]
Phytin Getreide, brauner Reis Regulierung des

Blutzuckerspiegels [20,80]

Phytosterine/ in vielen Gemiisepflanzen, wie Sojabohnen, Erbsen, antiinflammatorisch,
Saponine Spinat, Tomaten, Kartoffeln (Solanin) aber auch Tee, | antinozizeptiv, Senkung des
Ginseng, Rinde des siidamerikanischen Cholesterinspiegels

Seifenrindenbaumes (Quillaja saponaria) , Fingerhut | [70,107,9]

(Digitalis purpurea)
Polyphenole Viele Pflanzen, besonders hoher Gehalt in Tumorpravention [50],
wie Flavonoide, | Aroniabeere, Himbeeren, Wein, Mangostin- antiinflammatorische Aktivitit
Anthocyane und | baumfrucht (Garcina Mangostana) [52], antithombotische Eigen-
Tannine schaften [100], Wundheilung [35],
(Gerbséuren) kardioprotektive Eigenschaften

[47]

Tab. 1: Auswahl sekunddrer Pflanzenwirkstoffe und deren Wirkungen im menschlichen

Organismus
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Eine héufig in Baumrinden vorkommende Substanz sind die zu den sekunddren
Naturstoffen zdhlenden Terpene und deren Abkémmlinge. Formell gehoren diese Stoffe zu
den Lipiden und setzen sich aus Isopreneinheiten zusammen. Insbesondere Baumharze
enthalten grofle Anteile an Mono,- Di- und Triterpenen, welche insgesamt betrachtet eine
sehr heterogene Gruppe mit weit iiber 8.000 Substanzen bilden. Die den Terpenen nahe
verwandten Terpenoide stellen eine noch gréBBere Gruppe mit tiber 30.000 Substanzen dar.
Abkommlinge der Terpene und Terpenoide finden sich u.a. in #therischen Olen, z.B. als
Menthol, Thymol, Piperitol (Eukalyptus und Pfefferminzarten) oder Anethol in Anis und
Fenchel.

1.1.3. Phytopharmaka

Als Phytopharmaka werden Arzneimittel bezeichnet, die aus Pflanzen gewonnen werden,
wobei die isolierte Monosubstanz kein Phytopharmakon darstellt. In der Regel werden
Phytopharmaka durch Extraktion aus frischen oder meist getrockneten Pflanzen hergestellt.
Gingige Verfahren zur Gewinnung der Stoffe sind beispielsweise die Herstellung eines
Extraktes durch Mazeration (Extraktion nur bis zum Extraktionsgleichgewicht) oder durch
Perkolation (erschopfende Extraktion). FEine rechtliche Besonderheit ist, dass
Phytopharmaka nicht patentiert werden konnen, weil sie im Sinne des Patentrechts keine
Erfindungen, wie z.B. synthetische Wirkstoffe, sind. Dennoch werden Arzneimittelqualitét
und Arzneimittelsicherheit bei den pflanzlichen Arzneimitteln ebenso hoch angesetzt, wie
bei chemisch-synthetisierten Medikamenten. Durch diesen wissenschaftlichen Ansatz
unterscheiden sich die Phytopharmaka von zahlreichen »alternativen

Behandlungsmethoden®.

1.1.4. Phytoestrogene

Phytoestrogene sind polyphenolische, nicht-steroidale sekundire Pflanzenstoffe, mit einer
chemisch #hnlichen Struktur zu den Ostrogenen. Sie sind in der Lage, an den Estrogen
Rezeptor (ER) (a/B) menschlicher Zellen zu binden, wobei eine hohere Affinitdt zu dem
B-ER besteht [75]. Hauptgruppen der Phytoestrogene sind die Isoflavonoide, Flavonoide,
Stilbene, Coumestane und Lignane. Generell kommen sie in einer groBen Anzahl von

Pflanzen vor. Die wohl am haufigsten vorkommenden Phytoestrogene, die Isoflovonoide
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sind vor allem in Soja und Sojaprodukten, aber auch in Kichererbsen, Linsen, Bohnen und

Klee zu finden [84,75]. Lignane kommen hingegen in Getreide, Friichten und Gemiise vor.

Bei in vitro-Untersuchungen wurde beobachtet, dass Phytoestrogene antioxidatives
Potential und Krebs-praventive Eigenschaften haben. Ein solches Phytoestrogen ist
beispielsweise Resveratrol, ein Stilben und natiirliches anti-Oxidant, welches in Rotwein
(Vitis vinifera) gefunden wurde. Es triggert die Apoptose und inhibiert die Proliferation von
Endometrium Tumorzellen [91]. Des Weiteren werden dem Genuss von rotem Wein,
welcher besonders viel Resveratol enthilt, kardioprotektive Eigenschaften zugeschrieben.
Als sog. ,,French Paradox* konnte bei den Bewohnern des westlichen Mittelmeerraumes
gezeigt werden, dass trotz fettreicher Nahrung erheblich weniger kardiovaskuldre
Erkrankungen auftraten als bei Mitteleuropédern [93]. Weitere vermutete Mechanismen bei
der Inhibition der Tumorzellproliferation durch Phytoestrogene sind u.a. die Hemmung der
DNA-Topoisomerase I und II [78]. Dieses Enzym ist maB3geblich an der Transkription und
Replikation der DNA beteiligt. Dartiber hinaus sollen Phytoestrogene in der Suppression
der Angiogenese [27], der Inhibition von Tyrosinkinasen [5], Induktion der Differenzierung
von Tumorzellen und der Einleitung der Apoptose eine Rolle spielen [66]. Einige

Phytoestrogene aus der Gruppe der Isoflavonoide und Lignane sind Aromatasehemmer [2].

L natiirlich vorkommende J [wnthetis:h hergestellte]

5 Mycoestrogene
[ ovarielle J [ Phytoestrogene J [ st
Isoflavonoide Flavonoide/Isoflavone

= Biochanin A/Genistein « 8-Prenylnaringenin

» Formonetin/Daidzein « 6-Prenylnaringenin

= Equol = Isoxanthohumol

Lignane
= Pinoresinol - Enterolacton; Enterodiol Stilbene
= Sesamin ; Dimethoxypinoresinol; e
= Artignin; Neo-olivil;
= Podop hyllin
Coumestane
* Coumestrol

Abb. 1: Schematische Klassifikation der natiirlich vorkommenden Estrogene mit den
wichtigsten Vertretern der einzelnen Substanzklassen.
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1.1.5. Die Flatterulme-Ulmus laevis

Die Flatterulme ist eine anspruchsvolle Mischbaumart aus der Gattung der Ulmen, zu der
ca. 20 weitere Arten gezdhlt werden. In Europa und insbesondere in Deutschland sind am
hiufigsten, neben der Flatterulme, die Bergulme (Ulmus glabra) und die Feldulme (Ulmus
carpinifolia/minor) anzutreffen. Der Schwerpunkt der Gesamtverbreitung erstreckt sich
iber Osteuropa zum Ural und weiter bis nach Siideuropa. Ein weiteres groBeres,
zusammenhingendes Gebiet befindet sich am Oberrhein und im franzosischen Loire-Tal. In
England, Nord- und Westeuropa wachsen keine Ulmen. Die Flatterulme ist eine Baumart,
die sich nach der letzten Eiszeit ihren Weg aus dem Baltikum zu uns bahnte. Sie hat sich

hier seitdem unter den unterschiedlichsten Klimabedingungen “bewahrt®.

Abb. 2: Gesamtverbreitung der Ulmen (aus Meusel et al. 1965)

Vor allem kommt die Flatterulme in Auwéldern und auf Grundwasserboden vor. Als
besondere Anpassung bildet sie Brettwurzeln aus, mit deren Hilfe sie problemlos
Uberflutungen von bis zu 100 Tagen im Jahr standhalten kann. Dariiber hinaus ist die
Flatterulme empfindlich gegen Friihfrost und resistent gegen Spétfrost, was erklart, warum
sie nicht in Nordeuropa anzutreffen ist [67, 87, 90].

Die Unterscheidung der verschiedenen Ulmenarten ist nicht immer einfach.
Charakteristisch fiir die bis zu 30 m hoch wachsende Flatterulme, ist eine oft unregelméafBig
aufgeloste Krone, eine lang gestielte Bliite sowie rundliche Friichte. Die Fliigel am Rand

der Friichte sind im Gegensatz zur Feld- oder Bergulme dicht gewimpert.
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Abb.3: Flatterulme-Ulmus laevis

3a: Blatter und Friichte der Flatterulme; 3b: Flatterulme; 3c: lang gestielte Friichte der
Flatterulme (Foto 3c: S. Miiller-Kroehling [73])

Innerhalb ihrer Merkmale ist die Flatterulme sehr stabil. Sie kreuzt sich nicht mit anderen
Ulmenarten und bildet keine Rassen aus [73]. Ohnehin gibt es nichtmorphologische
Merkmale, welche sie von den anderen Arten unterscheidet und somit auch aus
wissenschaftlichem Gesichtspunkt interessant werden lasst.

So ist die Flatterulme wesentlich weniger vom Ulmensterben (Dutch elm disease-DED)
betroffen, als viele andere Ulmenarten. Sie verfiigt tiber Resistenzmechanismen und
besondere Rindeninhaltsstoffe gegen den DED-Erreger Ophiostoma ulmi/ Ophiostoma novo
ulmi, einen Schlauchpilz, sowie gegen den Vektor der DED-Erkrankung, den gro3en und
den kleinen Ulmensplintkéfer (Scolytus scolytus/Scolytus multistriatus).

Die Erreger der DED gelangten iiber Ostasien nach Europa und wurden 1920 erstmals in
Holland isoliert. Bis 1923 hatte er sich praktisch in ganz Europa ausgebreitet und einen
wesentlichen Teil der Ulmenbestinde vernichtet. Bis 1960 erholten sich die Bestidnde durch
ein erfolgreich durchgefiihrtes Ziichtungsprogramm. Zum Ende der 60er Jahre brach eine
zweite Sterbewelle durch einen neuen und aggressiveren Pilz (Ophiostoma novo ulmi) aus.
Durch seinen “Import* durch eingefiihrtes Funierholz aus Kanada, waren in ganz Europa
enorme Ausfille zu verzeichnen [96]. Einige der Ulmenarten (u.a. die Flatterulme) hatten
sich im Laufe der Zeit effektive Resistenzmechanismen angeeignet. Die genauen
Wirkmechanismen sind noch weitestgehend unklar, jedoch soll die Produktion von

Wasserstoffperoxid (H,O;) und die Bildung reaktiver Sauerstoffspecies eine wesentliche
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Rolle spielen [94, 18]. Des Weiteren entwickelte sich durch die Pilzbesiedlung eine dickere
Zellmembran als Schutzbarriere [94]. Zusétzlich bilden resistente Ulmenarten sogenannte
Phytoalexine, welche zu den sekundiren Pflanzenstoffen gehoren. Bei den Substanzen, die
als Phytoalexine wirken, handelt es sich um eine Vielzahl von Verbindungen aus diversen
Stoffklassen, wie z.B. Flavonoide, Terpenoide, Alkaloide, Stilbenoide, Polyacetylene,
sowie Isoflavone.

In Fritherer Zeit wurden Ulmenrindenbestandteile fiir medizinische Anwendungen genutzt.
So wurde zum Beispiel ein Sud hergestellt, um Ausschldage, Geschwiire und Gicht zu

lindern [24, 64, 40].

Aus Okologischer Sicht stellt die Flatterulme eine schiitzenswerte Baumart dar und leistet
einen wichtigen Beitrag zum Artenschutz. Sie ist unter anderem einziger Lebensraum des
Ulmenblattflohs (Psylla ulmi), ein Honigtau-Produzent, welcher nur an dieser Ulmenart
vorkommt. Auch fiir den Ulmenzipfelfalter (Satyrium w-album) stellt die Flatterulme eine

“Rettungsinsel dar [74].

1.2. Steroidale Hormone

1.2.1. Definition

Steroidhormone, auch kurz Steroide genannt, sind ein Informationssystem, welches
steuernd und regulierend auf Reproduktion wund Verhalten, Immunantwort,
Aufrechterhaltung des Elektrolyt-, Wasserhaushaltes, sowie auf Zellstoffwechsel und
Energiegleichgewicht wirkt [61]. Zu ihnen gehoren die Sexualhormone der Keimdriisen
und die Corticosteroide der Nebennierenrinde. Die Steroidhormone konnen in flinf
Gruppen eingeteilt werden, je nachdem an welche Rezeptoren sie anbinden:

Glucocorticoide, Mineralcorticoide, Androgene, Estrogene und Gestagene [46].

1.2.2. Biosynthese und Klassifizierung von Steroid-Hormonen

Steroidhormone machen anteilsmiBig ca. 15 % aller im menschlichen Korper
vorkommenden Hormone aus. Die Biosynthese erfolgt hauptsdachlich in den
Nebennierenrinden, den Gonaden sowie in der Plazenta und dem Corpus luteum
(Gelbkorper) wihrend der Schwangerschaft. Auch das weile Fettgewebe ist in der Lage

Steroidhormone zu produzieren [65].
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Steroidhormone leiten sich vom Cholesterin ab und sind gut fett- und schwer
wasserloslich. Im Gegensatz zu den anderen Hormongruppen konnen sie direkt in die Zelle
gelangen und benétigen keinen Second Messenger.

Vom Cholesterin entsteht zundchst das Pregnenolon, welches die zentrale
Ausgangsverbindung der Steroidhormonbiosythese ist (Abb. 4). Pregnenolon wird im
weiteren Verlauf zu Progesteron umgewandelt. Im Ovar ist Progesteron das Endprodukt. In
der Theka interna kann Progesteron in Androstendion umgewandelt werden. Nachdem
Androstendion entstanden ist, gelangt es wieder zuriick in die Granulosazelle, wo es zu

Testosteron hydroxyliert wird. Testosteron ist das Endprodukt der Androgensynthese.
Sowohl Androstendion als auch Testosteron konnen tiiber den Aromatase-Komplex
(Cytochrom P450 Enzym) zu E2-Estradiol und E1-Ostron weiter umgewandelt werden.

In einem zweiten Reaktionsweg wird aus Pregnenolon, Cortisol und in einem Dritten das
Mineralcorticoid Aldosteron gebildet.

Die Kontrolle der Steroidhormonesynthese erfolgt durch Peptidhormone der Hypophyse.
Diese werden wiederum von Neuronen des Hypothalamus gesteuert. Beim Transport {iber
die Blutbahn sind Steroidhormone durch ihre hydrophoben Eigenschaften auf
Plasmaproteine und spezielle Transportproteine wie das Testosteron-Estrogen-bindende-

Protein oder Transcortin (Progesterontransport) angewiesen.
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Abb.4 Schematische Ubersicht der Biosynthese von Steroidhormonen (Doppelpfeil = nicht
dargestellte Reaktionsschritte)

1.2.3. Estrogenrezeptor o/

Bereits 1962 wurde von Jensen und Jacobsen die Existenz eines spezifischen Rezeptors fiir
Estradiol im Uterusgewebe postuliert [39]. Es dauerte weitere 24 Jahre, bis Green et al.
1986 den Estrogenrezeptor (ER) aus MCF-7 Zellen klonierte [30]. 1995 gelang es Kuiper
et al. einen weiteren ER aus Ratten-Prostata cDNA zu isolieren [49]. Der frither entdeckte
ER wurde als ERa und der zweite als ERP bezeichnet. Beide Isoformen bestehen aus fiinf
funktionellen Domidnen (A-F) und haben wie alle nukledren Steroidrezeptoren einen
gemeinsamen strukturellen Aufbau (Abb.5). Des Weiteren sind sie ligandenabhingig [25].
Der ERa enthdlt 595 Aminosduren mit einer zentralen DNA-bindenden Domine, einer

C-terminalen Hormon-bindenden Domine und einer N-terminalen Domine, welche fiir
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Protein-Protein-Interaktionen des Rezeptors und der Aktivierung von Zielgenen der DNA
durch die beherbergte AF-1 Doméne verantwortlich ist. Im Gegensatz zum ERa enthélt der
ERPB nur 530 Aminoséduren. In der DNA-bindenden Doméne besitzen beide Rezeptoren
eine hohe Homologie von 95 %. Interessanterweise betrdgt die Hormon-bindende Doméne
nur eine Homologie von 53 %. So binden beispielsweise Phytoestrogene selektiv an den
ERp. Die Estradiol vermittelte Genaktivierung wird durch die Transaktivierungs-Doménen
AF-1 und AF-2 stimuliert.

Der klassische ERa ist vorrangig in Endometrium, Mammatumorzellen und Stroma der
Ovarien vorhanden. Hingegen kommt der ERP héufig in Granulosazellen, Spermatiden in
der Entwicklung, Nieren, Darmmucosa, Lungenparenchym, Knochenmark, Knochen,

Gehirn, Endothelzellen und Prostata vor [60].

DNA- -‘
bindende- Hinge- Hormon-
AF-1 Domiine bindende- A2

Doméne

w A) we () ¢

COOH

595 Aminoséuren

Abb.5: Aufbau des Estrogenrezeptors-a [60]

1.2.4. Molekularer Wirkmechanismus der Estrogene

Das hydrophobe Estradiol (E;) wird im Blutstrom an das ,,sex-hormon-binding-globulin*
bzw. an Serumalbumin gebunden und erreicht iiber Diffusion durch die Zell- und
Kernmembran den Nukleus. Bei Abwesenheit der Liganden ist der ER durch
Hitzeschockproteine (u. a. Hsp90), sog. Chaperone, im Kern liegend inaktiviert [89].
Erreicht Estradiol den Nukleus und bindet an einen ER, durchlduft dieser eine

Konformationsdanderung, welche eine Ablésung der Hsp bewirkt (Abb. 6). Der Rezeptor
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dimerisiert und bindet an die DNA tiiber ein spezfisches Estrogen-Responsive-Element
(ERE). Dieser Komplex rekrutiert verschiedene Co-Faktoren, was zu einer
transkriptionellen Aktivierung des Zielgens durch die RNA-Polymerase II fiihrt.

Neben diesem Signalweg werden in letzter Zeit weitere schnelle, nicht genomische
Estrogen-Wirkungen beobachtet [57]. So konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von
membranstidndigen Estrogen Rezeptoren, welche an cytosolische Signalproteine gekoppelt
sind, eine wachstumsregulierende Rolle spielen. So konnen intrazelluldre Signalkaskaden,
wie beispielsweise der MAP-Kinase Signalweg, eine Transkription initiieren [76, 81].
Weitere durch Estradiol verursachte Effekte sind die Steigerung des zelluliren Ca®'-
Influxes und die Bildung von cAMP und IP; als Second-Messenger [57].

In der Summe aller bekannten und unbekannten Wirkungsweisen, stellt die Vielzahl der

moglichen Estrogeneffekte ein komplexes System der Zell- und Gewebebeeinflussung dar.

OH

Trans-
kription

Abb.6: Schematische Darstellung des klassischen Weges der estrogenen Signal-

transduktion

1.2.5. Menopause und Klimakterium

Mit dem Eintritt der Menopause, welche nach WHO als das Ende der Menstruation durch
Absinken der ovariellen-follikuldaren Aktivitdt definiert ist, konnen sich klimakterische
Beschwerden einstellen. Diese mehrere Jahre andauernde Ubergangsphase, gewdhnlich 45-
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55 Lebensjahr, bezeichnet die Zeit von der vollen Geschlechtsreife, bis zur hormonellen
Ruhe der Ovarien. Klassische, durch das Absinken des Estrogenspiegel bewirkte
Symptome, sind Hitzewallungen (,,hot flushes®), prdmenopausale Blutungsstorungen, und
vaginale Atrophie. Weniger spezifisch sind Stimmungsschwankungen, néchtliche
SchweiBausbriiche, Tachykardien, Schlafstorungen und Libido-Verlust. Wird dem
absinkenden Estrogenspiegel nicht entgegengewirkt, konnen sich langfristig eine

Osteoporose mit der Gefahr von Frakturschidden oder eine Arteriosklerose einstellen.

1.2.6. Hormonersatztherapie - HRT

Um klimakterische Beschwerden zu lindern, wird seit tiiber 50 Jahren die
Hormonersatztherapie (HRT) eingesetzt. Durch eine HRT werden die perimenopausalen
Symptome in mehr als 90 % der Fille erfolgreich behandelt [92]. Besonders effektiv
schiitzt die HRT vor estrogenabhingiger Osteoporose [17]. Einige Studien belegen die
schiitzende Wirksamkeit von Hormon-Substitutionen auf das kardiovaskuldre System und
damit eine Verringerung von koronaren Ereignissen [34]. Als Therapeutika sind Estradiol,
Ethinylestradiol, Estron oder Mischpréiparate wie Estradiol/Progesteron im Einsatz. Eine
alleinige Gabe von Estrogenen erhoht das Risiko einer Endometriumneoplasie und somit
des Endometriumkarzinoms. Seit ldngerer Zeit steht, nicht nur aus diesem Grund, die HRT
in der Kritik. In der ,,Woman Health Initiative* (WHI) sowie in der ,,Million Woman
Study* (2002/2004) wurden die Risiken einer Langzeitbehandlung mit Hormonen deutlich
aufgezeigt [51, 107]. Um den Effekt einer Estrogen/Gestagen Kombination zu testen,
wurde in der WHI Langzeitstudie ein Zeitraum von 8,5 Jahren angesetzt. Uberraschend
wurde diese Studie nach 5,2 Jahren abgebrochen, da sich nach 4-5 Jahren das Risiko fiir die
Entstehung eines Mammakarzinoms um 26%, Myokardinfarkt 24%, Schlaganfall 41% und
vendsen Thromboembolismus um 11% erhohte. Auch die geringeren Risiken fiir
Hiiftgelenksfrakturen (-34%) und Dickdarmkrebs (-37%), lieBen nicht iiber das bedenkliche
Studienergebnis hinwegtduschen.

Nachdem in letzterer Zeit die Frage nach Alternativen laut geworden ist, riickten die
Phytoestrogene als sekundédre Pflanzenstoffe vermehrt in den Blickpunkt des Interesses.
Eine europdische Expertengruppe kam nach kritischer Auswertung der vorliegenden
Studien zu dem Ergebnis, dass Phytoestrogene zu einer Reduktion klimakterischer

Beschwerden fithren und positiv auf den Fettstoffwechsel und die Knochendichte wirken
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konnen [14, 84]. Eine Empfehlung fiir den therapeutischen FEinsatz von

Phytoestrogenpriparaten gibt es derzeit nicht.

1.2.7. selektive Estrogen Rezeptor Modulatoren - SERMs

Zur Therapie des Mammakarzinoms werden seit mehr als 30 Jahren Antiestrogene
eingesetzt, dessen Prototyp das Tamoxifen, ein urspriinglich aus der Eibe isolierter
Wirkstoff, ist (Abb. 7). Tamoxifen wird als nichtsteroidaler selektiver-Estrogen-Rezeptor-
Modulator (SERM) bezeichnet. Antiestrogene binden an den Estrogenrezeptor und
antagonisieren dessen Wirkung. Es kommt nicht zur Signaltransduktion und damit zur
Unterbindung der Transkription. Tamoxifen zeigt keine rein antagonistischen Wirkungen,
sondern vielmehr partiell antagonistische in Brustgewebe und estrogene Effekte auf

Knochen [58, 19].

dﬁ\v/L\
Ty OH
Qp ~
(] X
HObe/ (CH)sSO(CH,)sCF,CF3

HO
4-Hydroxy-Tamoxifen Fulvestrant

Abb.7: Strukturformeln Tamoxifen und Fulvestrant (Faslodex™)

Auf Molekularebene bewirkt Tamoxifen eine Inaktivierung der AF-2 Domine des
Estrogenrezeptors. Die AF-1 Domine bleibt aktiv und rekrutiert Co-Aktivatoren. Damit
bewirkt Tamoxifen keine vollstindige Unterbrechung der Transkription, sondern
verlangsamt diese, was zu einer Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit des Tumors
fithrt. Tamoxifen stellt eine Hauptsubstanz der endokrinen Therapie des Mammakarzinoms
postmenopausaler Patientinnen dar. Die ibliche Dosierung liegt bei 20 mg/d {iber einen
Zeitraum von 5 Jahren. Bei Therapie des Mammakarzinoms bedarf es grofler Beachtung,
beziiglich der Eigenschaft des Tamoxifens gewebsproliferierend auf das Endometrium zu
wirken. Unter dieser Antiestrogentherapie kommt es zu einer Steigerung der

Karzinomentstehung um den Faktor 2,0-7,5 [32,42].
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Fulvestrant (Faslodex™) ein neuerer ER-Antagonist ist in der Lage dhnlich wie Tamoxifen
an den ER zu binden. Im Unterschied zu Tamoxifen, ist die Affinitdt jedoch 1000 mal
hoher. Zusdtzlich wird die AF-1 Doméne inaktiviert. Folglich kommt es dadurch zur
vollstandigen Unterbrechung der Transkription. AuBBerdem arretiert Fulvestrant den ER und
initilert dessen Abbau im Zytosol. Dadurch werden sekundire Signaltransduktions-
mechanismen unterbunden. Aufgrund des Estrogenrezepor-Mangels kann der Signalweg
auch tber die Membranen nicht mehr stattfinden. Derzeit ist Faslodex™ auf dem
amerikanischen Markt seit 2002 zur Therapie des metastasierten Mammakarzinoms
zugelassen. Eine Indikation zum Einsatz des Medikamentes besteht bei postmenopausalen
Patienten nach Versagen der Tamoxifentherapie. Auf dem deutschen Markt wird dieses
Therapeutikum seit 2004 eingesetzt.

SERMs sind keine Alternative zur herkommlichen HRT, da sie klimakterische
Beschwerden wie Hitzewallungen nicht lindern, sondern sogar noch verschlimmern

konnen.

1.3. Tumoren

1.3.1. Definitionen

Der Begriff ,,Tumor im weiteren Sinne* ist ein rein deskriptiver Begriff, welcher sich
formell gesehen nur auf die makroskopische Gestalt einer Oberfldche bezieht. Dabei wird
als Tumor jegliche Vorwélbung iiber die Norm beschrieben, unabhéngig von der Atiologie
der Entstehung [85]. Die Bezeichnung “Tumor im engeren Sinne* beschreibt eine abnorme
Gewebsmasse, die durch eine iiberschieBende, autonome und eventuell progressive
Proliferation korpereigener Zellen entsteht und sich in keiner Weise (weder funktionell,
noch strukturell) in das Normalgewebe eingliedert. Charakteristisch ist ebenfalls, dass das
Wachstum auch durch den Wegfall des auslosenden Reizes nicht eingeschrankt wird [85].
Unter Krebs werden im Allgemeinen alle bosartigen Neubildungen, einschlieBlich primérer
systemischer Lymphome und Leuk&mien, beschrieben [1].

Der im Folgenden verwendete Begriff ,, Tumor®, wird ausschlieBlich im Sinne der malignen

Atiologie verstanden.
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1.3.2. Pathogenese und Epidemiologie von Tumoren

Der Entstehung von Tumoren liegen Verdnderungen im Genom der Zellen zugrunde. Es
kommt héufig zu unkontrollierten Teilungen der Mutterzelle, bei der Protoonkogene
aktiviert, sowie Tumorsuppressorgene und Differenzierungsgene inaktiviert werden. Im
Zuge dieser Verdnderungen wird das Genom zunehmend instabilisiert. Nun kann sich die
“entartete” Zelle ungehindert teilen. Daraus resultiert eine Vermehrung und Verdnderung
des Gewebemusters, was zum Uberschreiten der normalen Grenzen fiihrt [85].

Es gibt verschiedene Einfliisse, unter welchen eine Verdnderung des Genoms zustande
kommt. Diese Risikofaktoren sind unterschiedlichster Natur und bilden oft erst im
gegenseitigen Zusammenspiel ein Geflecht aus krebsfordernden Faktoren. Eine
Fritherkennung oder Pravention ist nur begrenzt moglich, da viele Zusammenhédnge noch
ungekldrt sind. Einigkeit herrscht aber iiber sogenannte vermeidbare Risikofaktoren, wie
z.B. dem Zigaretten-Rauchen, durch welches schitzungsweise zwischen einem Viertel und
einem Drittel aller Krebserkrankungen verursacht werden [45]. Die im Zigarettenrauch
enthaltenen Benz(a)pyrene und Nitrosamine sind typische Verursacher von pS3 Mutationen
und somit starke Pradiktoren fiir maligne Tumoren. Diese Mutationen zeigen eine hoch
signifikante Korrelation mit der Entstehung des Bronchialkarzinoms. Somit kommt dem
Nicht-Rauchen eine tiberdurchschnittliche Bedeutung in der priméren Tumorprédvention zu
[1,45].

Weniger genau abschétzbar ist der Einfluss falscher Erndhrung, wie hoher Anteil tierischen
Fettes, allgemeine Uberernihrung und ein zu geringer Anteil an Obst und Gemiise in der
Nahrung [85, 45]. Nach Meinungen der amerikanischen Forscher Doll und Peto (1981)
sind Fehler in der Erndhrung zu ca. 35 % an der Entstehung verschiedener Krebsarten
beteiligt [21]. Welche Rolle Nahrungsmittel in der Krebsentstehung haben, zeigt das
deutlich verringerte Auftreten von Tumorerkrankungen im asiatischen Raum. Studien
zeigten eine viel geringere Inzidenz von Brust-, Uterus- und Prostatakrebs, Osteoporose
sowie Herz-Kreislauferkrankungen in Japan, als in westlichen Landern [3, 83, 77, 7]. Nach
Einwanderung aus dem asiatischen Raum in die USA, zeigten sich bei Annahme der
westlichen Erndhrungsweise bereits nach wenigen Generationen die gleichen Inzidenzraten
fiir das Auftreten eines Mammakarzinoms wie in den USA. Bei Frauen die ihre asiatische
Erndhrungsweise beibehielten war keine Erhohung der Brustkrebsinzidenz zu verzeichnen

8, 72].
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Ein weiterer Risikofaktor, welcher besonders groen Einfluss auf die Entstehung von
Tumoren hat, ist der iiberméfBige Genuss von Alkohol. Besonders in der Leber wird die
detoxifizierende Mischoxidase gehemmt, welche die Karzinogene entgiftet. So kénnen die
nicht abgebauten Karzinogene im Korper fluktuieren und zur Krebsentstehung beitragen.
AulBlerdem sind bestimmte alkoholische Getrinke (z.B. Obstschnédpse) zytotoxisch und
enthalten Nitrosamine aus Faulstoffen. Diese fithren bei Abusus zu einer Hypovitaminose
und damit zu einer verminderten Regenerationsfihigkeit der Plattenepithelien, was
wiederum eine Entartung der Zellen begiinstigt [85]. Die franzosische Forschergruppe
Ferrari et al. (2007) hat in einer europdischen Studie festgestellt, dass eine tédgliche
Aufnahme von 30g Alkohol, das Risiko an Colon und Rektumkarzinomen zu erkranken,
deutlich steigert [26].

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Tumorenstehung ist die nicht beeinflussbare, genetische,
sporadisch auftretende oder familidr vererbte Mutation. Auch chronische Infektionen,
sowie Schadstoffexpositionen am Arbeitsplatz, UV Strahlung, Feinstaub und polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe tragen maB3geblich zur Entstehung maligner Erkrankungen
bei [45].

Es wird deutlich, unter welchen beeinflussenden Faktoren Tumorwachstum entstehen kann.
Auch in den Medien wird das Thema Erndhrung, Sport und Gesundheit vermehrt

aufgegriffen, wobei sich ein Trend zu gesunder Lebensweise abzuzeichnen scheint.

1.3.3. Demographie und Epidemiologie gyncikologischer Tumoren

Nach Schitzungen des Robert-Koch-Institutes (RKI) werden fiir das Jahr 2002 etwa
424.250 Krebsneuerkrankungen (Ménner 218.250, Frauen 206.000) verzeichnet. Im
Vergleich zum Jahr 2000 erhohte sich die Neuerkrankungsrate um 29600 Félle. Insgesamt
ist das Mammakarzinom mit 55.150 Neuerkrankungen pro Jahr (26,8 %) die haufigste, und
das Korpuskarzinom der Gebdrmutter mit 11.350 Erkrankungen die vierthdufigste Ursache
aller malignen Erkrankungen bei der Frau (Abb.8).

Die Erhohung der Neuerkrankungen scheint erschreckend hoch. So stellte sich die Frage
worauf ein Anstieg von 7 % innerhalb von 2 Jahren beruht? Diese Differenz ist weniger auf
einen Anstieg der Tumorerkrankungen, sondern vielmehr auf einem vermehrten Einsatz

besserer diagnostischer Verfahren zuriickzufiihren. Dieses wird am Beispiel der
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Brustkrebsfritherkennung durch die Mammographie deutlich. Im Vergleich zum Jahr 2000
erwartet das RKI 2007 einen relativen Anstieg der Neuerkrankungen um 7600 Félle [102].
Derzeit wird flichendeckend ein strukturiertes und qualitdtsgesichertes Mammographie-
Screening-Programm fiir alle Frauen im Alter von 50-69 Jahren zur Fritherkennung von
Brustkrebs in Deutschland etabliert. Diese Prdvention unterliegt der gemeinsamen
Selbstverwaltung der Arzte und Krankenkassen in Kooperation mit den Léndern.
Ergdnzend bleibt die é&rztliche Tastuntersuchung der Brust sowie die Anleitung zur
Selbstuntersuchung fiir Frauen ab 30 Jahre (ohne Altersbegrenzung) weiter im gesetzlichen
Fruherkennungsangebot [102, 45]. Als Trend ist nach Angaben des RKI eine steigende
Brustkrebsinzidenz in Deutschland seit 1970 zu verzeichnen, wihrend die Mortalitit seit
Mitte der 1990er Jahre leicht sinkt. Die Wahrscheinlichkeit an einem Mammakarzinom zu
erkranken, nimmt mit dem Alter zu, wobei die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate mit 75 % und
die Zehn-Jahres-Uberlebensrate mit 60 % angegeben wird. Eine schwedische Studie zeigte,
dass eine postmenopausale Einnahme von Estrogenen und Progesteron, das Krebsrisiko
senkt [82]. Eine Heilung lasst sich endgiiltig erst nach einem Zeitraum von 20-40 Jahren
nach Erstdiagnose feststellen und wird zu ca. 50 % erreicht [95].

Das Korpuskarzinom der Gebdrmutter ist mit einem Anteil von 5,5 % (11350 Félle/Jahr in
Deutschland) aller bosartiger Neuerkrankungen die hdufigste Erkrankung der weiblichen
Genitalorgane, wobei der Anteil an Sterbefillen durch die bessere Prognose mit 2,7 %
deutlich geringer ausfillt, als bei dem Mammakarzinom. Selten tritt das

Endometriumkarzinom vor der Menopause auf, vorwiegend jedoch in der 7. Lebensdekade.

Prozentualer Anteil an der geschatzten Zahl der
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2002
Frauen n=206.000
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Abb.8: Krebsneuerkrankungen bei Frauen in Deutschland (nach RKI 2007)
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1.3.4. Pathogenese und Risikofaktoren des Mammakarzinoms

Bei dem Mammakarzinom handelt es sich um einen vom Epithel der Driisentubuli
(lobuldre Karzinome) oder den Milchgidngen (duktale Karzinome) ausgehenden, bosartigen
Tumor.

Die Atiologie konnte bisher noch nicht vollstindig erschlossen werden. Bekannt ist, dass
familidre Haufung und exogene Einfliisse eine Rolle spielen. Eine familidre Disposition ist
mit 5-10 % relativ selten und in 90 — 95 % aller Mammakarzinome liegt eine sporadische
Entstehung zugrunde. Besonderes Augenmerk galt in der Vergangenheit der Untersuchung
genetischen Verdanderungen. Heute ist bekannt, dass u. a. die Gene p53, c-myc, c-erbB-1,
c-erbB-2 (Her2/neu), c-Ki-ras und bcl-2 das Risiko einer Tumorentstehung erhéhen. Die
Wissenschaftler gehen davon aus, dass eine Amplifikation von c-erb-2 (HER2/neu) mit
einer steigenden Malignitdt einhergeht und die Beteiligung von c-myc fiir die rapide
Progression verantwortlich ist [28, 88]. Her2/neu wurde als Onkogen klassifiziert, welches
fiir ein Membranprotein kodiert, das molekular dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor
(EGFR) verwandt ist. Damit ist es einerseits in die Differenzierung, andererseits in die
Proliferationsprozesse von Tumorzellen eingebunden [15].

Besonders beachtenswert ist die Beteiligung der Gene BRCA1 (auf Chromosom 17q21
lokalisiert) und BRCA2 (auf Chromosom 13q12 lokalisiert), die als Tumorsuppressorgene
mit Aufgabe bei der DNA Reparatur fungieren und zu 50-85 % mit der Bildung eines
familidr vererbten Mammakarzinoms einhergehen [109, 11, 108]. Dieser Umstand I6ste
eine Diskussion zur prophylaktische Mastektomie aus. Aufgrund der hohen Brisanz dieser
umstrittenen Vorschldge hat diese Diskussion bis zum heutigen Zeitpunkt zu keinem
endgiiltigen Ende gefiihrt. Des Weiteren ist bekannt, dass eine Verédnderung der BRCA1/2
Gene zu einem erhohten Risiko (18%—54%) an einem Ovarialkarzinom zu erkranken fiihrt

[69, 99, 86].
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Risikofaktoren fiir das Mammakarzinom

Riskofaktor Risikoerh6hung
fleisch- und fettreiche Erndhrung 0. A.

Fettsucht, besonders in der Menopause 2-3

Alkohol (> 20g Ethanol/Tag) 1,5-2

Rauchen (pramenopausal) 0. A.

genetische Disposition (BRCA1-Gen auf Chrom.
ql17, BRCA2-Gen auf Chrom. q13), familidre

Belastung: Mammakarzinom bei der Mutter, 2-9
Schwester
Mammakarzinom auf der anderen Seite >10

frithe Menarche und spéte Menopause, somit langer

Ostrogeneinfluss 1-2

Gestortes Ostrogen-Gestagen-Verhiltnis

(Gestagenmangelhypothese) 0. A.

Supraphysiologische Ostrogenbehandlung in der

Postmenopause 1-3

Hoheres Alter (>30 Jahre) bei ausgetragener
Erstschwangerschaft 3
Nulliparitit 1,5-2,3

Mastopathie (mit einer entsprechenden

mammographischen Dichte-ACR 3-4)

a) ohne Atypien 1-1,5
b) mit Atypien 2-10
ansteigendes Risiko mit dem Alter 0. A.
Ionisierende Strahlen 0. A.
Hyperprolaktindmie 0. A.
Ethnische Faktoren 0. A.

Tab. 2: Risikofaktoren des Mammakarzinoms [95]

Das Mammakarzinom entwickelt sich in einem biphasischen Verlauf {iber sogenannte
in-situ Stadien (intraepithelial), aus welcher sie vermutlich nach mehreren Jahren
schlieBlich in ein invasives Karzinom tibergehen. Je nach histologischem Typ betrigt die
Zellverdopplungszeit 100-300 Tage (v. Fournier et al. 1980). Neben den histologisch zu

unterscheidenden Typen (duktales Karzinom vs. lobuldres Karzinom) werden weitere
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morphologische Typen wie das muzindse ~, papilldre ~, adenoid-zystische ~, meduldre ~

und das tubuldre Karzinom dazugezihlt.

1.3.5. Molekularpathologie des Mammakarzinoms

Auf normalem Brustdriisenepithel sind Estrogen und Progesteronrezeptoren vorhanden,
welche die Ubermittlung endokriner Signale steuern. Damit sind sie wesentlich an der
Regulation der Zellproliferation beteiligt. Kommt es im Rahmen der Karzinomentstehung
zu Zellverdnderungen, ist zundchst die Regulation der Zellzahl betroffen, deren Folge eine
Epithelhyperplasie ist. Im folgenden Schritt kommt es zu einer genetischen Instabilitédt in
verschiedenen kleinen Zellklonen. Die daraus entstandene atypische Hyperplasie fiihrt
durch einen kaskadenartigen Ablauf von genetischen Storungen zur Progression.
Pathogenomisch sind u. a. eine vermehrte Expression wachstumsfordernder Onkogene wie
c-erb-B2/neu, int-2, c-ras und das bereits erwidhnte c-myc. Es kommt zur verminderten
Expression bzw. Funktionsbeeintrachtigung wachstumshemmender Tumorsuppressions-
gene wie BRCA1/2, p53, PTEN-Gen, ATM-Gen, NM23 und RBI [54, 104, 33, 101]. Als
weitere Mechanismen der Tumorentstehung werden die Beeintrdchtigung der
Zellzykluskontrolle (Cyclin-D1) [62] und die Verminderung der integrinvermittelten
Zelladhésion (E-Cadherin) angesehen. Die Expression von matrixauflésenden Proteasen,
zur Auflosung des umgebenden Gewebes um eine Invasion des Tumors zu erleichtern,
sowie die Erhohung von Angiogenesefaktoren zur Tumorerndhrung [85], tragen ebenso

zum Tumorwachstum bei.

1.3.6. Pathogenese und Risikofaktoren des Endometriumkarzinoms

Bei diesen mit 40 % am héaufigsten unter den gynékologischen Malignomen auftretenden
Tumoren handelt es sich histologisch zumeist um Adenokarzinome, welche sich aus der
Schleimhaut des Corpus uteri entwickeln. Ostrogene stimulieren den Aufbau dieser
driisenreichen Schleimhaut. Sporadisch auftretende Endometriumkarzinome werden

pathogenetisch in zwei Typen unterteilt:
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1. Hyperostrogenismus-assoziierte Karzinome (Typ 1)

Diese Tumoren entstechen auf dem Boden einer Hyperplasie, gefordert durch ein
Uberangebot von Estrogenen z.B bei Adipositas, insbesondere wenn ein Fehlen von
Gestagenen (,,Progesteronschutz wirkt proliferationshemmend) vorliegt. Vorrangig sind
haufiger jiingere Patientinnen betroffen, wobei die Prognose deutlich besser ist als bei Typ

II Karzinomen. Héufig besteht zusitzlich ein 10q23 Allelverlust.

2. Endometriumkarzinome ohne Hyperdstrogenismus (Typ 1)

Bezeichnend fiir diese Tumoren, ist eine maligne Transformation ohne den Einfluss von
Estrogenen. Es kommt auch nicht zur Expression von Estrogen- oder Progesteron
Rezeptoren. Im Gegensatz zum Typ I findet sich das Typ II Karzinom auf atrophierter
Schleimhaut. Betroffen sind meistens &ltere Patientinnen, wobei dieser Typ prognostisch
schlechter als der Typ 1 anzusehen ist. Histologisch zeigt sich eine geringere
Differenzierung, und Nachahmung ovarieller Gewebsmuster. Es besteht hiufig ein

Allelverlust in der 1 p-Region.

Typische Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Endometriumkarzinoms sind langjahrige
Applikation von hohen Estrogendosen, Verlingerung der Geschlechtsreife durch friihe
Menarche und spite Menopause, Nulliparitidt, Adipositas, hoheres Lebensalter, gestorter
Estrogen Metabolismus und Tamoxifen-Therapie bei Mammakarzinompatientinnen (Faktor
2,0-7,5) [85, 95]. Multiparitdt, Rauchen, korperliche Belastung, Kontrazeptiva-Einnahme
und eine lebenslange sojareiche Erndhrung senken das Risiko der Entstehung eines

Endometriumkarzinoms [37].
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2. Zielstellung der Arbeit

Am Beispiel des Tamoxifens, welches aus der Eibe isoliert wurde, zeigt sich, dass die
Suche nach therapeutisch nutzbaren Verbindungen pflanzlicher Herkunft lohnenswert ist.
Die Ulme ist in einigen Studien hinsichtlich verwertbarer Substanzen zur Bekdampfung von
hormonabhéngigen Tumoren untersucht worden und =zeigt Potential weiteren
Untersuchungen Vorschub zu leisten. Ulmen dominierten zeitweise die Wiélder in
Mitteleuropa. Auch im asiatischen Raum sind Gattungen der Ulme noch heute weit
verbreitet und werden in der traditionellen fernostlichen Medizin als Heilpflanzen genutzt.
Es ist nachweislich bekannt, dass besonders Rindeninhaltsstoffe von Pflanzen in ihrer
Wirksamkeit stirkere Eigenschaften haben als andere Pflanzenteile. Deshalb ist es das Ziel
der vorliegenden Arbeit, die Wirkung eines aus der Ulmenrinde hergestellten Extraktes auf
das  Proliferationsverhalten = von  hormonsensitiven Mammakarzinom-  und
Endometriumkarzinomzellen mittels immunhistochemischer Methoden zu priifen. Um eine
Abschitzung der Inhaltsstoffe des Extraktes zu bekommen, wurde eine Analyse mittels
Massenspektrometrie durchgefiihrt. Des Weiteren ist es wichtig, die Toxizitdt des Extraktes
auf die ausgewidhlten Zelllinien zu bestimmen. Daher wurde eine indirekte
Vitalitdtsbestimmung zwecks Zytotoxizititstest durchgefiihrt.

Tamoxifen ist ein Medikament in der Standardchemotherapie des Mammakarzinoms und
wirkt durch seine antiostrogenen Effekte proliferationshemmend. Deshalb wurde hier der
Versuch unternommen eine #hnliche Regulation tiber die ER-positiven Tumorzellen
nachzuweisen. Im Falle der Endometriumkarzinomzellen stellte das Tamoxifen die Positiv-
Kontrolle dar, da es proliferationsféordernd auf diese Gewebe wirkt. Ebenso sollte eine
Wachstumsfoérderung durch die Stimulation mittels 178-Estradiol nachgewiesen werden,

welches als Positiv-Kontrolle mitgefiihrt wurde.
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3. Material und Methoden

3.1. Pflanzenextrakt

3.1.1. Gewinnung des Pflanzenmaterials

Das verwendete Rohmaterial stammt von der Rinde einer Flatterulme (Ulmus laevis), deren
Standort der Botanische Garten Rostock ist. Das Material wurde von Herrn Prof. Porembski
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die Probe von etwa 40 g wurde am 19.02.06, im
unteren Drittel des Baumes entnommen. Ein Teil diente der Extraktherstellung und wurde

mechanisch mit einer elektrischen Miihle zerkleinert.

3.1.2. Extraktion nach Luyengi et al., (1996) [63]

Nach mechanischer Zerkleinerung wurden noch unzureichend zerkleinerte Rindenstiicke
mit fliissigem Stickstoff und Morser weiter zerkleinert. Das erhaltene Pflanzenmaterial war
zum Teil pulverférmig, dhnlich grob gemahlenem Kaffee, zum anderen Teil aus nicht
zerkleinerbaren ca. 2 mm groflen Holzspianen bestehend. 25g des Rindenpulvers wurden in
einen Rundkolben iiberfithrt und mit 221 ml Methanol versetzt. Zur Vermeidung von
Siedeverziigen wurden Siedesteine hinzu gegeben. Unter Riickfluss kochte das
Probenmaterial 15 min bei 70°C. So konnte verhindert werden, dass leicht fliichtige
Substanzen entweichen und verloren gingen. Die an den kiihlen Gefilwianden
kondensierten Dampfe, wurden auf diesem Wege wieder dem Reaktionsgemisch zugefiihrt.
Als Kiihlmittel diente flieBendes Wasser. Anschliefend konnte das Gemisch tiber einem
Faltenfilter von den festen Bestandteilen getrennt und mit dem Rotationsverdampfer bei
40°C / 280 mbar nicht ganz bis zur Trockne eingeengt werden. Das verbliebene Destillat
wurde mit 8 ml H,0O aufgenommen und im Ultraschallbad gelost. Nach Uberfiihrung in
einen 50 ml Scheidetrichter wurde, um die Inhaltstoffe abzutrennen, die Suspension mit
8 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Durch zwei-Phasentrennung stellte sich als obere Schicht
die angereicherte Ethylacetatschicht dar. Diese konnte nun abpipettiert und in einen
separaten Rundkolben iiberfiihrt werden. Nach fiinfmaliger Wiederholung wurde die
erhaltene Probe in einem Rotationsverdampfer eingeengt und iiber Nacht in einem
Exsikkator abschlieend getrocknet. Die exakte Extraktmenge ermittelte sich durch Wiegen
des Probe enthaltenden Rundkolbens in Bestimmung der Differenz zum Leerrundkolben.

Fiir die nachfolgenden Experimente erfolgte die Losung der Probe in 100 % Ethanol.
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Abb. 9: Extraktherstellung

a) Rohmaterial Ulmenrinde; b) Faltenfiltration der festen Bestandteile; ¢) Rotations-

verdampfer

3.1.3. Aufarbeitung der Extrakte und Kontrollen

Aus dem gelosten Extrakt wurde eine Stammlosung von 100 mg/ml angesetzt, welche zur
Herstellung der Verdiinnungsreihe genutzt wurde. Fiir alle durchgefiihrten Experimente war
die Konzentrationsreihe von 2,5 pg/ml bis 500 pg/ml grundlegend.

In jedem Testansatz erfolgte der Bezug einer Extrakt bzw. Estradiol oder Tamoxifen Probe
auf eine ethanolhaltige Probe. Diese enthielt den gleichen Testansatz von Zellzahl,
Néhrmedium und Testkit, mit einem an Volumen und Konzentration der Extraktprobe
gleichwertigem Anteil Ethanol. Es erfolgte, wie mit allen Testwerten eine vierfach
Bestimmung, deren Mittelwert als Referenz galt. Im Folgenden wird diese ethanolische
Kontrolle als Negativ-Kontrolle bezeichnet.

Der Ansatz von Tamoxifen und 17B-Estradiol umfasste eine Verdiinnungsreihe von 10E-4
bis 10E-8 mol/l, deren Konzentration sich im Experimentieransatz auf 10E-6 bis 10E-10
mol/l verringert. Tamoxifen ist bei den Mammakarzinomtests als Negativ-Kontrolle und bei
den Endometriumtests als Positiv-Kontrolle anzusehen. Um Verwirrungen zu vermeiden, ist
im Folgenden als Negativ-Kontrolle die ethanolische Leerkontrolle gemeint. Im Falle der
Tamoxifen Negativ-Kontrolle, wird an der entsprechenden Stelle explizit darauf verwiesen.

Die mitgefiihrte Estradiol Kontrolle ist in allen Tests als Positiv-Kontrolle anzusehen.
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3.2. Die verwendeten Zellkulturen

Alle verwendeten Zelllinien stammen von der ,,Human Tumor Cell Bank-HTB®, American
Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA 20108 U.S.A., und dem europdischen
Vertriebspartner LGC Promochem, Queens Road, Teddington, Middlesex, TW11 OLY, UK.

3.2.1. Mammakarzinomzelllinien

Die Tumorzelllinie HCC 70 entstammt, laut ATCC-Vertrieb, einem als wenig
differenziertem, priméren, duktalen Mammakarzinom, TNM Stadium IIla, Grad 3, welches
in 4/17 untersuchten Lymphknoten, Metatsasen enthielt. Als zelluldre Produkte werden
Glycoprotein 2 (EGP2) und Cytokeratin 19 exprimiert. Der Rezeptorstatus ist ER positiv
und PR negativ. Der Onkogenstatus ist her2/neu negativ und p53 positiv.

Die Tumorzelllinie MCF-7 wurde von einer Pleurametastase isoliert und als epitheliale
Adenokarzinomzelle der Brustdriise klassifiziert. Der Rezeptorstatus ist ER positiv und es
werden die Onkogene Tx-4 und WNT7B exprimiert.

Die Mammakarzinomzelllinie BT-20 entstammt einem primdren Mammatumor und wurde
1958 isoliert und kultiviert. Die Zelle exprimiert Estrogenrezeptor mRNA, jedoch keine
Rezeptoren. Es besteht eine Deletion auf Exon 5. Des Weiteren werden die Onkogene
WNT3 und WNT7B exprimiert. Das Wachstum der Zelle, kann laut Tumorzellbank ATCC,

durch den Tumornekrosefaktor TNFa inhibiert werden.

Abb. 10 a: HCC-70; 400x Vergroflerung Abb. 10 b: MCF-7; 400x VergréBerung
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s S

Abb. 10 c: BT-20; 400x VergoBerung

Abb. 10 a, b, c: Lichtmikroskopische Aufnahme der verwendeten Mammakarzinomzellen

3.2.2. Endometriumkarzinomzelllinien

Die Tumorzelllinie RL95-2 ist eine epitheliale Endometrium-Karzinomzelllinie mit
positiver Expression des ER. Eine Besonderheit, auf welche der Hersteller verweist, ist dass
die Zellen tiber gut ausdifferenzierte junktionale Komplexe, a-Keratin, Tonofilamente und
Oberfachen-Mikrovilli verfiigen.

Ebenso ist die verwendete Tumorzelllinie Ishikawa eine gut differenzierte Endometrium

Adenokarzinomzelllinie, welche ER und PR exprimiert.

ey

Abb. 11 a: Ishikawa; 400x VergroBerung Abb. 11 b: RL95-2; 400x VergroBerung

Abb.11a,b:Lichtmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Endometriumkarzinomzellen

3.2.3. Die Zellkulturmedien

Die Tumorzellen wachsen alle adhdrent auf Zellkulturflaschen in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM). Wahlweise kann fiir die Zelllinie HCC 70 auch RPMI 1640
Medium genutzt werden. Beide benutzte Kulturmedien enthalten 2 mM L-Glutamin, 1.5 g/L
Natriumbicarbonat, 4.5 g/L. Glucose, 10 mM HEPES, 1.0 mM Natrium-Pyruvat, 90% und
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fetales Kailberserum (FKS), 10%. Das fetale Kilberserum dient als Proteinzusatz der
Zellerndhrung. Das Medium ist steril mit pH 7.4 vorgefertigt und zum Gebrauch mit 1%
Penicillin/Streptomycin (antibakteriell) sowie 0,5% Amphotericin B (antifungizid) versetzt

worden. Die Lagerung erfolgte kiihl bei ca. +7°C.

3.2.4. Prinzip der Zellkultivierung

Die Zellen sind in ca 1,5 ml Ndhrmedium mit den Zuséitzen 20% FKS und 10% DMSO bei
-80°C eingefroren und miissen nach dem Auftauen in reines Ndhrmedium (DMEM)
tiberfithrt werden, da sich das DMSO zytotoxisch auf die Zellen auswirkt. Dazu wurde die
Zellsuspension in ein 50 ml Eppenddorf Rohrchen mit 10 ml DMEM pipettiert, mit dem
Vortex-Riittler durchmengt und in der Zentrifuge (Heareus) bei 1000 U/min 5 min vom
Uberstand getrennt. Nach abdekantieren des Mediums wurden 5 ml DMEM zum Zellpellet
hinzugegeben und mit dem Vortex-Riittler aufgeschiittelt. Die Zellsuspension wurde in die
kleinste Kulturflasche pipettiert und in dem Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
Die Kulturflaschen verfiigen iiber einen Bakterienfilter, der zum einen dem Gasaustausch
dient und zum anderen die Zellkultur vor eindringenden Keimen geschiitzt. Alle
Pipettierarbeiten erfolgen unter einer Sterilbox, um Verunreinigungen von Kultur oder
Materialien zu verhindern.

Nach zwei Tagen erfolgte eine Medium- und Wachstumskontrolle, wobei verbrauchtes
Néahrmedium gewechselt wurde bzw. bei mindestens 80%iger Bewachsung des
Kulturflaschenbodens eine Passagierung in eine groBBere Flasche erfolgte. Hierzu wurden die
Zellen, welche flachig als Monolayer den Flaschenboden bewachsen haben, mit PBS-Puffer
gewaschen. Dieser Vorgang diente dazu die von den Zellen produzierte Proteinschicht
abzuwaschen, um sie mit 2 ml Trypsin enzymatisch vom Boden abzul6sen. Hierfiir ist eine
Inkubationszeit von 5 min im Brutschrank bei 37°C notwendig. AnschlieBend konnten die
Zellen nach Zentrifugation und Resuspension mit DMEM in eine groBere Kulturflasche
uiberfithrt und bei 37°C/5% CO, im Brutschrank zum weiteren Wachstum aufbewahrt

werden.

3.2.5. Zellzdhlung
Alle Experimente wurden mehrfach durchgefithrt und sollten unter den gleichen

Bedingungen stattfinden. Deshalb ist es wichtig, die Zellzahl in der Suspension zu
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bestimmen. Dazu wurden zunidchst die Zellen wie oben beschrieben, von dem
Kulturflaschenboden abgelost und in ein 50 ml Eppendorfrohrchen tberfithrt. Fiir die
Zellzdhlung in der ,,Biirker-Zahlkammer* erfolgte die Vorbereitung der Zellen nach
folgendem Schema :
1.) 360 ul DMEM-Medium in einem kleinen Eppendorfréhrchen vorlegen
2.) 20 pl Tryptanblau in das Rohrchen pipettieren (Farbstoff dringt bei defekter
Zellmembran in das Innere der Zellen ein und firbt sie blau = Unterscheidung zu
lebenden Zellen)
3.) 20 pl Zellsuspension dazugeben = Vediinnung von 1:20 entsteht
4.) mit dem Vortex-Riittler kurz durchmengen
5.) auf je zwei Zahlkammerfelder wird ein Tropfen der Zellsuspension von ca. 10 pl
aufgetragen
6.) zweimalige lichtmikroskopische Auszéhlung von 5 x 5 Feldern
7.) Berechnung der Zellzahl pro ml
8.) Verdiinnung auf gewliinschte Zellzahl/ml

3 (der gezihlten lebenden Zellen) x 10 x 10* Zellen/ml

Tab. 3: Formel zur Berechnung der Zellzahl

Abb.12: Darstellung einer Biirker-Zdhlkammer

3.3. Testverfahren

3.3.1. MTT-Proliferationstest

Dieser Test dient der Bestimmung des Wachstums und der Viabilitit von metabolisch
aktiven Zellen. Hierbei wird der gelbe Farbstoff 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-
diphenyltetrazolium-bromid (MTT) durch die mitochondriale Dehydrogenase in lebenden

Zellen gespalten. Es entstehen blauviolette MTT-Formazan-Kristalle, die wasserunloslich
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sind. Die photometrische Auswertung erfolgte mit dem ELISA-Reader. Die Zellen wurden
in den Konzentrationen von 2,5 ug/ml bis 500 ug/ml inkubiert, wobei lebende Zellen mit
der mitochondrialen Dehydrogenase den gelben MTT-Farbstoff in blauviolette MTT-
Formazan-Kristalle spalten. Diese dunklen Kristalle zeigen im ELISA Reader eine hohere
Absorption als der nicht gespaltene MTT-Farbstoff. Somit korreliert eine hohe Absorption

mit einer hohen Anzahl an lebenden Zellen.

Durchfiihrung: (vereinfacht)

1.) 50.000 Zellen/Well (100 ul) + Experimentieransatz (Extrakte, pos./neg. Kontrollen-
Tamoxifen, Estradiol, EtOH 1%) , werden in einer 96-Well-Platte 24 h bei 37°C/5%
CO, kultiviert

2.) 10 pl/Well MTT-labeling-reagent dazugeben und weitere Inkubation fiir 4 h

3.) 100ul/Well Solubilisierungslosung und Inkubation tiber Nacht

4.) photometrische Auswertung (Absorptionsmessung) mit dem ELISA-Reader bei
570 nm

3.3.2. BrdU-Proliferationstest
Der BrdU Test ermoglicht dhnlich dem MTT-Test eine qualitative und quantative
Beurteilung des Zellwachstums unter Kulturbedingungen. Das colorimetrische
Immunoassay BrdU ist ein nicht-radioaktiver Proliferationstest. Er basiert auf der Messung
von in DNA inkorporiertes Thymidinanalogon 5-bromo-2°-deoxyuridin (BrdU). Nach
Inkubation mit den Extrakten und Kontrollen, werden die Zellen fixiert und die DNA
denaturiert. Ist das BrdU in die DNA von proliferierenden Zellen eingebaut, bindet ein
spezifischer Antikorper (Anti-BrdU-POD) an das Thymidinanalogon. Uber die konjugierte
Peroxidase wird mit dem hinzugegebenen Substrat eine Farbreaktion ausgelost. Die
entstehende blaue Férbung kann anschlieBend mit dem ELISA-Reader photometrisch
ausgemessen werden.
Durchfiihrung: (vereinfacht)
1.) 50.000 Zellen/Well (100 ul) werden in einer 96-Well-Platte 24 h bei 37°C/5%CO,
kultiviert > Zellen werden adhérend
2.) 1ul/Well Extrakt und Pos./Neg.-Kontrollen (Tamoxifen, Estradiol, EtOH 1%) mit
anschlieBender Inkubation von 24 h (37°C/5%CO0O,)
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3.) 10 pl/ Well BrdU-labeling-solution und weitere Inkubation im Brutschrank
(37 °C/5 % COy)

4.) Entfernung des Gemisches von den Zellen und Fixation mit 200 pl Fix-Denat;
Inkubation fiir 30 min bei 15-25°C

5.) Entfernung der Fixationslosung und Inkubation mit 100ul/Well anti-BrdU-POD
(Antikorper) fiir 90 min bei 15-25°C

6.) Entfernung des Antikorpers durch dreimaliges Waschen mit 200 pl/Well Washing-
solution

7.) Entfernung der Waschlosung und Inkubation mit 100 pl/Well Substrate-solution
(Farbsubstrat) fiir 15 min

8.) Abstoppen der Farbreaktion mit 25ul/Well 1M H,SO4

9.) Messen der Absorption mittels ELISA-Reader (450 nm)

3.3.3. LDH-Zytotoxizitdtstest

Zur Unterscheidung, ob eine Wachstumshemmung oder eine zytotoxisch bedingte Abtétung
der Zellen vorliegt, dient der LDH-Zytotoxizitéitstest. Diese quantitative Bestimmung
erfolgte durch Messung der Lactat-Dehydrogenase (LDH) Aktivitit toter Zellen, welche
nach Abtotung die LDH durch Zellmembranschidden frei aus dem Zytosol in das Medium
abgeben. Dabei korreliert die Hohe der gemessenen Enzymaktivitit proportional mit der
Menge an abgetoteten Zellen. Aufgrund der Enzymstabilitidt und schnellen Freigabe des
Enzyms nach einem Zellmembranschaden, eignet sich die Messung der LDH Aktivitét
besonders gut.

Zur Testdurchfiihrung wurde ausschlieBlich der zellfreie Uberstand verwendet, um
Verfilschungen durch nachtriagliche Zellschdden zu vermeiden. Die LDH katalysiert, wie in
Abb. 13 dargestellt, innerhalb des Testprozedere die Umwandlung von Laktat zu Pyruvat
unter der Reduktion von NAD' zu NADH/H'. Im zweiten Schritt wird H/H' vom
NADH/H™ auf das gelbe Tetrazoliumsalz INT (2-[4-iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-
phenyltetrazoliumchlorid) {iibertragen, welches dadurch zu dem roten Formazansalz
reduziert wird. Diese Reaktion wird durch das hinzugegebene Enzym Diaphorase
katalysiert. Um eine Referenz iiber die maximale LDH Freisetzung zu erhalten, wurde eine
sogenannte High-control mitgefiihrt, bei welcher durch die Substanz Triton X-100 alle

Zellen zerstort und somit eine maximale LDH Freisetzung provoziert wurde.
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Abb.13: Prinzip des LDH-Zytotoxizitdtstest

Durchfiihrung: (vereinfacht)

1.) 50.000 Zellen/Well (100 pl) wurden in einer 96-Well-Platte ausgesdt und 24h bei
37°C/5%CO; kultiviert

2.) der Uberstand wurde abgenommen und mit 198ul Nihrmedium mit 2pl des
Experimentieransatzes (Extrakte, Tamoxifen, Estradiol, High-control mit Triton X-100
1%, neg. Kontrolle mit EtOH 1%) angesetzt und weitere 24 h bei 37°C/5%CO,
kultiviert

3.) Pippetierung des Uberstandes in eine neue 98 Well-Platte

4.) 100 pl/Well reaction-mixture (Diaphorase/NAD") zu dem Uberstand und weitere 10-30
min. inkubiert

5.) Abstoppen der Reaktion mit 1 M HCl

6.) Messung der Extinktion am ELISA-Reader bei 492 nm; Referenz 620 nm

7.) Berechnung der Zytotoxizitdt mit folgender Formel:

Extinktion (Probe) — Extinktion (EtOH Negativkontrolle)
Zytotoxizitdt (%)= --x 100
Extinktion (high control) — Extinktion (EtOH Negativkontrolle)

Tab.4: Formel zur Berechnung der Zytotoxizitdt in %
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3.4. Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie

Fir die Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie (Py-FIMS) wurden ca. 5 pl
Probenmaterial in einem Quarztiegel eingewogen. Der Tiegel wurde in den Mikroheizer
einer Probenschubstange transferiert und in die Ionenquelle des doppelt fokussierenden
Finnigan MAT 900 Massenspektrometers eingefiihrt (Finnigan, MAT, Bremen,
Deutschland). Hier erfolgte bei 10" hPa im Vakuum die Zerlegung der Probe in ihre
chemischen Untereinheiten und enthaltenen Biomakromolekiile. Die Heizrate betrug 6,66 K
je Scan (entspricht ca. 0,9 K s-1). Kurze Reaktionszeiten, kleine Substanzmengen, die
schonende lonisierung im sehr hohen elektrischen Feld (FI) und die unmittelbare Zufithrung
der Molekiilionen zum Massenspektrometer begiinstigten die Bildung und Detektion
primérer thermischer Bruchstiicke, die sich mit der Struktur der zu untersuchenden Substanz
korrelieren lieBen.

Die molekularen Bruchstiicke des thermischen Abbaus wurden in einem hohen elektrischen
Feld (FI Emitter + 4,8 kV, Gegenelektrode -5,5 kV) schonend ionisiert und die gasformigen
Ionen im Massenspektrometer beschleunigt, getrennt, elektrisch verstdrkt und registriert.
Wihrend der Aufheizphase von 110 bis 700 °C konnten 91 einzelne Massenspektren

aufgenommen und im Datensystem gespeichert werden.

Bei der massenspektrometrisch analysierten Probe handelt es sich um das verwendetete
ethanolische Rohextrakt der Ulmenrinde in der Konzentration 100 mg/ml. Das hierbei
verwendetet Rohmaterial wurde unmittelbar vor der Erstellung des Extraktes im Feb. 2006
geerntet. Diese massenspektrometrische Untersuchung sollte eine Substanzklassen-

verteilung der Probe zeigen.

3.5. Reproduzierbarkeit der Messdaten und statistische Auswertung

Um représentative Ergebnisse zu erhalten, wurden alle Experimente (MTT, BrdU, LDH) fiir
jede der 5 Zelllinien viermalig wiederholt (BT-20 nur MTT). Innerhalb eines Testansatzes
wurde eine 4 fach Bestimmung fiir jede Extraktkonzentration bzw. Kontrollkonzentration
(Tamoxifen, Estradiol, EtOH) durchgefiihrt. Aus den Werten innerhalb eines Testes wurde
nach Abzug des Blindwertes jeweils der Mittelwert bestimmt und die Standardabweichung
berechnet. Fiir die Proliferationsteste BrdU und MTT wurden die Absorptionswerte
prozentual auf den Negativ-Kontrollwert (Zellsuspension+EtOH), welcher 100% gesetzt

43



Material und Methoden

wurde, bezogen. Der Referenzwert des LDH-Testes ist die maximale LDH-Freisetzung
durch maximale Zellzerstorung mittels Triton X-100. Dieser Extinktionswert wurde 100%
gesetzt und alle anderen Extinktionswerte wurden prozentual auf diesen bezogen.

Die Auswertung der Messergebnisse und deren Berechnungen erfolgte mit Microsoft Exel.
Die Signifikanz der Ergebnisse beziiglich den Negativkontrolle wurden mit Student’s t-test
ermittelt. Alle Werte mit P < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
signifikant von Negativkontrolle und sind in den Diagrammen mit einem Sternchen (*)
gekennzeichnet.

Um eine Verdnderung des Extraktes durch 4dullere Einfliisse, wie Temperatur,
Lichteinwirkung und Sauerstoff moglichst gering zu halten, wurde die Rohprobe bei -83 °C
lichtgeschiitzt tiefgekiihlt. Die in den Experimenten verwendeten Verdiinnungsreihen
wurden bei -23 °C tiefgekiihlt und nur zum Zweck des laufenden Experimentes entnommen.
Da jedoch Anderungen der Zusammensetzung des Experimentieransatzes durch etwaige
Alterprozesse und Verdunstungen der alkoholischen Bestandteile nicht auszuschlieen sind,

wurden die Verdiinnungsreihen jeweils nach 10-12 Wochen erneuert.
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3.6. Gerite und Chemikalien

Anwendung

Gerite und Chemikalien

Extraktion nach
Luyengi et al.
(1996)

Methanol, Roth

Ethylacetat, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Faltentrichter, Durchmesser 185 mm, Schleicher und Schuell,
Dassel, Deutschland

Vakuumrotationsverdampfer, Heidolph VV2011

mechanische Kaffemiihle

Zellkultur

Chemikalien

DMEM; Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland

PBS (phoshatgepufferte NaCl-Losung), 10 mM, pH = 7,4 (8,0 g
NaCl+ 2,9 g Na,HPO, x 2 H,O + 0,2 g NaH,PO,4 + 0,2 g KC1/1,0
1 Aqua dest.)

FKS = Fetales Kailberserum;  Sigma-Aldrich-Chemie,
Deisenhofen, Deutschland

Amphotericin B: Fungizone, 250 UGML, GibcoBRL, Eggenstein,
Deutschland

Penicillin-Streptomycin-Solution: 10000 Einheiten Penicillin und
10 mg Streptomycin/ml; 0,9 % NaCl, Sigma-Aldrich Chemie,
Deisenhofen, Deutschland

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

HEPES-BSS  (HEPES  Buffer Saline  Solution, w/o
Calcium/Magnesium), Promocell

TNS (Trypsin Neutralisation Solution), Promocell

Materialien

Kulturflaschen; Nunclon ™ Surface

Sterilbox; Heraeus

Zentrifuge; Hettrich

ReaktionsgefdBle 50 ml; Griiner bio- one Cellstar ®
Brutschrank (37°C, 5% CO,); Heraeus

Kiihltruhe (-80°C); Heraeus

Desinfektionsmittel; Bacillol R plus, Bode

96- Well- Platte; Griiner bio- one Cellstar ®
Pipetten, 5 ml, 10 ml; Eppendorf

Chemikalien

17B- Estradiol, Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
Tamoxifen, Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland
HCI; Roth

HQSO4; Roth

MTT-Test

Cell Proliferation Kit I (MTT), Roche

BrdU-Test

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric), Roche

LDH-Test

Cytotoxicity Detection Kit, Roche

Tab. 5: Gerite und Chemikalien
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4. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Resultate der Proliferationstests MTT und BrdU sowie die

Zytotoxiztitsmessung mittels LDH Test der Mammakarzinom Zelllinien MCF-7 und HCC-

70 sowie der Endometriumkarzinom Zelllinien RL95-2 und Ishikawa dargestellt. Durch

des Extraktes das

dem FEinfluss

Aufnahmen kann unter

lichtmikroskopische

Wachstumsverhalten der Zellen beschrieben werden. Es wurde weiterhin, um eine

Verteilung und Ubersicht der enthaltenen Substanzklassen innerhalb des Extraktes zu

erhalten, diese abschlieBend graphisch dargestellt.

MTT-Test Mammakarzinomzellen

4.1.

MTT-Test MCF-7

4.1.1.

Mit Hilfe des MTT-Tests kann eine qualitative und quantitative Aussage {iber das

Wachstumsverhalten der Zellen unter dem Einfluss des Extraktes getroffen werden.

Im MCF-7 MTT-Test unterscheiden sich die Konzentrationen 150 pg/ml, 250 pg/ml und

500 pg/ml signifikant von der negativ Kontrolle. Ebenfalls zeigten die Konzentrationen 50

pg/ml und 100 pg/ml eine Wachstumshemmung. Hiermit ist eine direkte Korrelation

zwischen Hohe der Konzentration des Extraktes und der Proliferationshemmung der Zellen

anzunehmen. Eine maximale Hemmung des Zellwachstums (um 35,69 %) wird unter der

hochsten verwendeten Konzentration von 500 pg/ml erreicht (Abb. 14).
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Abb. 14: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (MTT Test) auf die

Vitalitit der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten

ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%) unterscheiden sich

signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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Im gleichen Testansatz wurde neben dem Ulmenextrakt eine weitere Negativ-Kontrolle in
Form des Tamoxifens und eine 17B-Estradiol Positiv-Kontrolle, jeweils in Konzentrationen
von 10E-6 mol/l bis 10E-10 mol/l mitgefiihrt.

Das 178B-Estradiol zeigt in keiner Konzentration eine signifikante Proliferationsforderung.
Die hochsten Konzentrationen von 10E-6 und 10E-7 mol/l bewirken eine geringfiigige
Verminderung des Zellwachstums um max. 15,49 % (Abb. 15).

Unter Einfluss des Tamoxifens sinkt die mitochondriale Dehydrogenase Aktivitit besonders
in den Konzentrationen 10E-6 und 10E-7 mol/l stark ab. Die maximale Verringerung der
Absorption um 86,73 % im Vergleich zur Negativ-Kontrolle, wurde bei 10E-7 mol/l
gemessen. Die Konzentration 10E-8 mol/l zeigt ebenfalls eine signifikante Hemmung und

stellt den Ubergang zur nicht wirksamen Konzentration dar (Abb. 15).
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Abb. 15: Einfluss verschiedener Konzentrationen 178-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die Vitalitit
der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten ethanolischen
Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich signifikant von
der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

4.1.2. MTT- Test HCC-70

Bei ansteigender Extraktkonzentration, reagiert die ER-positive und PR-negative
Mammakarzinomzelllinie HCC-70 in Threm Wachstumsverhalten mit einer nahezu linearen
Abnahme der Proliferation. Wie in Abb. 16 dargestellt, reagieren die Zellen bereits ab einer

Konzentration von 2,5 pg/ml mit einem verminderten Wachstum, wobei bereits 5 pg/ml
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eine signifikante Unterscheidung von der Negativ-Kontrolle anzeigen. Eine maximale

Hemmung von 69,65 % erfolgt bei der Konzentration 500 pg/ml.
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Abb. 16: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (MTT Test) auf die
Vitalitdt der Mammakarzinomzelllinie HCC-70 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Die mitgefiihrten Kontrollen 17B-Estradiol und Tamoxifen zeigen, jeweils in den beiden

hochsten Konzentrationen, hemmende Effekte. Diese betrugen bei 17B-Estradiol (10E-6
mol/l) max. 30,6 % und bei Tamoxifen (10E-7 mol/l) max. 82,7 %. Eine signifikante

Stimulation unter Einfluss des Estradiols lie sich nicht verzeichnen.
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Abb. 17: Einfluss verschiedener Konzentrationen 178-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die Vitalitit
der Mammakarzinomzelllinie HCC-70 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten ethanolischen
Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich signifikant von
der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4.1.3. MTT-Test BT-20

Um Aussagen iiber die Wirkungsweisen des Ulmenextraktes in Bezug auf das

Vorhandensein von Estrogen und Progesteron Oberflichenrezeptoren treffen zu konnen,

wurde eine ER- und PR-negative Zelllinie im Proliferationstest MTT untersucht. Die

Mammakarzinomzelllinic BT-20 zeigt im MTT-Test keine signifikante Anderung des

Wachstumsverhaltens beziiglich der mitgefiihrte Negativ-Kontrolle. Lediglich bei einer

Konzentration von 500 pg/ml stellt sich eine Verringerung der Vitalitdt um 14,3 % ein,

welche allerdings nicht als signifikant zu betrachten ist (Abb. 18).
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Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (MTT Test) auf die

Abb.18:

Vitalitit der Mammakarzinomzelllinie BT-20 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten

5%) unterscheiden sich

ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o

signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

In der Positiv-Kontrolle, welche durch 176-Estradiol reprédsentiert wird, lassen sich ebenso

wie in der Negativ-Kontrolle mit Tamoxifen keine nennenswerten Unterschiede zu den

anderen getesteten Zelllinien feststellen. Die Konzentrationen 10E-6 mol/l und 10E-7 mol/l

des Estradiols bewirken eine Hemmung der BT-20 Zellen von ca. 30%. Die niedrigen

Konzentrationen weisen keinen relevanten Unterschied zur Negativ-Kontrolle auf. Das

Tamoxifen zeigt wie in den anderen Tests eine deutliche Verringerung der Zellpopulation in

den hohen Konzentrationen (10E-6 mol/l, 10E-7 mol/l, 10E-8 mol/l), wihrend die

Konzentrationen 10E-9 mol/l und 10E-10 mol/ keine Effekte bewirken.

49



Ergebnisse
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Abb.19: Einfluss verschiedener Konzentrationen 178-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die Vitalitit
der Mammakarzinomzelllinie BT-20 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten ethanolischen
Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich signifikant von
der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

4.2. MTT-Test Endometriumkarzinomzellen

4.2.1. MTT-Test RL9S5-2

Die ER positive Zelllinie reagiert auf eine Inkubation mit dem Ulmus laevis Extrakt durch
besonders starke Hemmung des Wachstums bereits ab 5 pg/ml. Mit ansteigender
Konzentration sinkt die Zellzahl deutlich ab und erreicht eine maximale Abnahme bei 500

pg/ml. Hier betragt die Zellreduktion im Vergleich zur Neg. Kontrolle 79,92 % (Abb. 20).
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Abb. 20: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (MTT Test) auf die
Vitalitdt der Endometriumkarzinomzellline RL-95 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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RL95-2 lieB sich durch 17B-Estradiol im MTT-Test nicht signifikant stimulieren. Unter dem
Einfluss des Estradiols mit der Konzentration von 10E-8 mol/l ergab sich ein leichter
Anstieg der Zellaktivitdt um 3,09 %. Die beiden hochsten Konzentrationen wirkten sowohl
mit 17B-Estradiol, als auch mit Tamoxifen hemmend auf die Zellen. Die Konzentrationen
10E-8 mol/l bis 10E-10 mol/l unterschieden sich nicht signifikant von der Neg. Kontrolle
(Abb. 21).
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Abb. 21: Einfluss verschiedener Konzentrationen 178-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die Vitalitit
der Endometriumkarzinomzelllinie RL-95 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

4.2.2. MTT-Test Ishikawa

In Abb. 22 wird die Hemmung des Zellwachstums der ER und PR positiven
Endometriumkarzinomzellen bereits ab 5 pg/ml Extraktkonzentration deutlich. In diesem
Test fallt die Zellaktivitdt nahezu linear mit steigender Konzentration des Extraktes ab. Bei

500 pg/ml wird wiederum die hochste Vitalitdtsabnahme mit einem Wert von 57,47 %

erreicht.
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Abb. 22: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (MTT Test) auf die
Vitalitit der Endometriumkarzinomzellline Ishikawa nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Nach Zusatz von 178B-Estradiol lieBen sich die Ishikawa Zellen in ihrem Wachstum nicht

signifikant stimulieren. Unter Applikation von Tamoxifen in den Konzentrationen 10E-6

mol/l und 10E-7 mol/l sank die Aktivitit der Zellen um max. 83,24 % (Abb. 23).
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Abb. 23: Einfluss verschiedener Konzentrationen 178-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die Vitalitit
der Endometriumkarzinomzelllinie Ishikawa nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4.3. BrdU-Test Mammakarzinomzellen
Im Folgenden wird auf die Wirkungen des Extraktes, sowie des 17B-Estradiols und
Tamoxifens auf die Mammakarzinomzelllinien eingegangen. Es wird graphisch die

Proliferation der Zellen im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle dargestellt.

4.3.1. BrdU-Test MCF-7

Das Wachstumsverhalten der MCF-7 Zellen zeigt, wie schon im MTT-Test, einen
Riickgang der Zellpopulation. Diese setzt bereits bei geringeren Konzentrationen ein, wobei
eine signifikante Verminderung ab 5 pg/ml Extrakt zu verzeichnen ist. Im Vergleich zur
unbehandelten Negativ-Kontrolle zeigte die Konzentration 500 pg/ml mit einer Hemmung
des Zellwachstums um 38,1 % den groBten Effekt. Jedoch unterscheidet sich diese nicht
wesentlich von den Effekten geringerer Konzentrationen. So kommt es unter Einfluss von
10 pg/ml Extrakt zu einer Proliferationshemmung von 29,72 %, obwohl der Extraktzusatz

50 fach geringer konzentriert ist.
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Abb. 24: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (BrdU Test) auf die
Proliferation der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Die Zellen lieBBen sich in allen Einzelversuchen durch 176-Estradiol stimulieren, wobei die
Wachstumssteigerung in Bezug zur Neg. Kontrolle zwischen 5,32 % und 127,94 % fiir die
Konzentration 10E-6 mol/l betrugen (nicht dargestellt). Da sich daraus eine sehr hohe
Standardabweichung ergibt, stellt der Mittelwert der Einzelversuche trotz der
Gesamtstimulation des Wachstums von 43,6 % keine signifikante Proliferation dar

(Abb.25). Ebenfalls waren unter Einfluss der Konzentrationen 10E-6 mol/l und 10E-8 mol/l,
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jeweils in den Einzelversuchen deutliche Zunahmen der Zellzahl im Vergleich zur
Negativ-Kontrolle zu beobachten. Dennoch resultiert auch hier in der Summe aller Tests
keine signifikante Stimulation.

Besonders hoch ist wiederum die Abnahme der Zellzahl unter Einfluss des Tamoxifens in
den Konzentrationen 10E-6 mol/l (Verringerung um 82,09 %) und 10E-7 mol/l
(Verringerung um 84,32 %), wie in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Einfluss verschiedener Konzentrationen 178-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die
Proliferation der Mammakarzinozelllinie MCF-7 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

4.3.2. BrdU-Test HCC-70

Die Brustkrebszelle HCC-70 reagiert im BrdU Test mit einer signifikanten Verminderung
des Wachstums durch die Inkubation mit den Extraktkonzentrationen 5 pg/ml bis 500
pg/ml. Die maximale Hemmung tritt bei 500 pg/ml mit 45,92 % im Vergleich zur

Negativ-Kontrolle ein.
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Abb. 26: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (BrdU Test) auf die
Proliferation der Mammakarzinomzelllinie HCC-70 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Die HCC-70 Zellen zeigten die Tendenz, sich durch mittlere Estradiol Konzentrationen, wie
z.B. 10E-8 mol/l, im Wachstum signifikant stimulieren zu lassen. Jeweils kleinere und
groBBere Konzentrationen als 10E-8 mol/l zeigten keine bzw. nur kleine proliferativen
Effekte auf das Zellwachstum (Abb. 27).

Tamoxifen konnte in allen verwendeten Konzentrationen eine Hemmung erzielen. Eine

massive Abnahme der Zellpopulation fand unter Einfluss der Konzentrationen 10E-6 mol/l

(89,53 %) und 10E-7 mol/l ( 84,89 %) statt.
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Abb. 27: Einfluss verschiedener Konzentrationen 17B-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die
Proliferation der Mammakarzinomzelllinie HCC-70 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten
ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%) unterscheiden sich
signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4.4. BrdU-Test Endometriumkarzinomzellen

4.4.1. BrdU-Test RL95-2

Die ER positive Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2 wurde im BrdU Test, insbesondere
in den Konzentrationen 100-500 pg/ml Extrakt, signifikant in threm Wachstum gehemmt.
Die Proliferation der Zellen verringerte sich unter Einfluss von 500 pg/ml am stirksten
(Verringerung um 81,47 %). In Hinblick auf alle durchgefiihrten Experimente, zeigte sich
die grofte Inhibition durch das Ulmenrindenextrakt auf die Endometriumkarzinomzellinie

RL95-2 (Abb. 28, 40).
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Abb. 28: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (BrdU Test) auf die
Proliferation der Endometriumkarzinomzelllinie RL 95-2 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100%
gesetzten ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Auch in diesem Test war die Konzentration von 10E-8 mol/l Estradiol in der Lage eine
signifikante Proliferationssteigerung der RL95-2 Zellen zu erreichen. Diese betrdgt im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle 53,91 %. Alle anderen genutzten Konzentrationen wirkten
ebenfalls stimulierend, wiesen allerdings durch die hohe Standardabweichung bedingt, keine
signifikanten Unterschiede zur Negativ-Kontrolle auf.

Tamoxifen wirkte in den beiden hochsten Konzentrationen stark reduzierend auf das
Zellwachstum. Die Konzentration von 10E-6 mol/l wirkte zu 84,08 % und 10E-7 mol/l zu

80,74 % wachtumshemmend.
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Abb. 29: Einfluss verschiedener Konzentrationen 17B-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die
Proliferation der Endometriumkarzinomzelllinie RL 95-2 nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100%
gesetzten ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

4.4.2. BrdU-Test Ishikawa

Im BrdU-Test konnte bei der Endometriumkarzinomzelllinie Ishikawa, wie in Abb. 25
sichtbar, keine Extraktkonzentration eine deutliche Wachstumshemmung bewirken.
Einerseits wurde eine konzentrationsabhingige Beeinflussung der Zellproliferation
verzeichnet, andererseits konnte jedoch kein massiver Riickgang der Zellpopulation wie
beispielsweise im MTT-Test beobachtet werden. Die grofiten Effekte wurden bei der am
hochsten verwendeten Konzentration von 500 pg/ml Extrakt erzielt (Verminderung um
37,27 %). Die relativ hohen Standardabweichungen ergeben rechnerisch keine signifikante

Verdnderung im Vergleich zur Negativ-Kontrolle.
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Abb. 30: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Ulmus laevis Rindenextraktes (BrdU Test) auf die
Proliferation der Endometriumkarzinomzelllinie Ishikawa nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100%
gesetzten ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Eine Stimulation der Ishikawazellen konnte weder mit 178 Estradiol noch mit Tamoxifen

verzeichnet werden. In hohen Konzentrationen (10E-6 mol/l und 10E-7 mol/l) wirkt

Tamoxifen stark proliferationsinhibierend (Abb 31).
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Abb. 31: Einfluss verschiedener Konzentrationen 17B-Estradiol und Tamoxifen (MTT Test) auf die
Proliferation der Endometriumkarzinomzelllinie Ishikawa nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100%
gesetzten ethanolischen Neg. Kontrolle. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4.5. LDH-Zytotoxizitdtstest Mammakarzinomzellen
Der hier genutzte Test dient der Bestimmung der Zellvitalitit. Das durch tote Zellen
freigesetzte Enzym Laktatdehydrogenase wird mit Antikérpern markiert und durch

Substratreaktion dargestellt.

4.5.1. LDH-Test MCF-7

Die Mamakarzinomzelle MCF-7 wurde mit den Konzentrationen 2,5 pg/ml bis 500 pg/ml
des Extraktes, analog zu den durchgefiihrten Tests MTT und BrdU, inkubiert. Im Vergleich
zur 100 % gesetzten Kontrolle mit maximaler Zellzerstérung durch Triton X-100, wurde die
Zelltotung des Extraktes ermittelt. Die Konzentration 250 pg/ml erbrachte eine Zellletalitat
von 17,4 %. Eine Zellschddigung von 28,01 % wurde durch 500 pg/ml verursacht. Alle

anderen getesteten Konzentrationen ergaben keine messbare Zelltotung.

Die in gleicher Weise mitgefiihrte Kontrolle von 178-Estradiol ergab in keiner der
getesteten Konzentrationen 10E-6 mol/l bis 10E-10 mol/l eine LDH Freisetzung und somit
keine Zellschddigung. Tamoxifen wirkte in der Konzentration 10E-6 mol/l zu 49,48 % und

in der Konzentration 10E-7 mol/l zu 52,36 % zytotoxisch.

4.5.2. LDH-Test HCC-70

Die Brustkrebszellen HCC-70 zeigten unter dem Einfluss des Extraktes eine Letalitdt von
12,56% bei einer Konzentration von 2,5 pg/ml bis zu 48,65 pg/ml bei 500 pg/ml. Es deutet
sich wie in der Abb. 27 sichtbar ein konzentrationsabhidngiger Verlauf an. Niedrige
Extraktkonzentrationen wirkten wenig zytotoxisch, wihrend hohe Konzentrationen einen

groBBeren Anteil der Zellen abtoten.
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Abb. 32: Zytotoxische Effekte des Ulmus laevis Rindenextraktes (LDH-Test) auf die
Mammakarzinomzelllinie HCC-70, nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten Kontrolle mit
max. Zelldestruktion durch Triton X-100. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Unter 178-Estradiol ergab sich in dieser Testreihe eine geringe LDH-Freisetzung der Zellen
und somit eine geringe Zelltétung in allen verwendeten Konzentrationen. Den gréften
Zelltod bewirkte die Konzentration 10E-9 mol/l mit 16,55 % Zelldestruktion. Tamoxifen
zeigte eine massive Zytotoxizitdt in den Konzentrationen 10E-6 mol/l, 10E-7 mol/l, 10E-8
mol/l, mit maximal Werten von 78,29 % Zelltod. 10E-9 mol/l und 10E-10 mol/l wiesen, wie
in Abb. 28 sichtbar, nur geringe Effekte auf die Vitalitit der Zellen auf.
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Abb. 33: Zytotoxische Effekte von 17B-Estradiol und Tamoxifen (LDH-Test) auf die
Mammakarzinomzelllinie HCC-70, nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten Kontrolle mit
max. Zelldestruktion durch Triton X-100. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.
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4.6. LDH-Zytotoxizitdtstest Endometriumkarzinomzellen

4.6.1. LDH-Test RL95-2

Das Extrakt wirkte nur sehr gering zytotoxisch auf die RL95-2 Zellen. Alle Konzentrationen
unterscheiden sich signifikant von der Triton X-100 Kontrolle. In der getesteten Bandbreite
der Konzentrationen sind untereinander, wie in Abb. 34 sichtbar, keine stark differierenden
Effekte auf die Zellvitalitdt sichtbar. Mit einer Zytotoxizitdt von 13,9 % hatte die
Konzentration von 500 pg/ml den gréBten Einfluss auf die RL95-2 Zellen.
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Abb. 34: Zytotoxische Effekte des Ulmus laevis Rindenextraktes (LDH-Test) auf die
Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2, nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten Kontrolle mit
max. Zelldestruktion durch Triton X-100. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

Das 178-Estradiol hatte in diesem Versuch nur geringen Einfluss auf die Zellletalitit. Dieses
wird im Diagramm Abb. 35 deutlich. Keine der Konzentrationen bewirkte einen Zelltod
iber 14,8 % (10E-7 mol/l), im Vergleich zur maximalen LDH Freisetzung. Tamoxifen
zeigte einen konzentrationsabhidngigen zytotoxischen Effekt, wobei 10E-6 mol/l die Zellen

zu 66,2 % (max.) und 10E-10 mol/l die Zellen zu 6,88 % (min.) abtéten.
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RL95-2 LDH Zytotoxizitat
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Abb. 35: Zytotoxische Effekte von 17B8-Estradiol und Tamoxifen (LDH-Test) auf die
Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2, nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten Kontrolle mit
max. Zelldestruktion durch Triton X-100. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o=5%)
unterscheiden sich signifikant von der Neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet.

4.6.2. LDH-Test Ishikawa

Auch bei dieser Testreihe wirkte das Ulmus laevis Extrakt konzentrationsabhéngig gering

zytotoxisch. Den grofften Zelltod provozierte dabei die Konzentration 500 pg/ml mit

23,28 % im Vergleich zur Negativ-Kontrolle (Abb. 36).

Ishikawa LDH-Zytotoxizitat
(500.000 Zellen/ml)
120
o 100
3 80 A\
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% f 40 | ~ * *
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t 0 - ranar scananan £ ok I 2 3 3
o0 LTriton 2,5 5 10 50 100 15 250 500
X-100 Ulmus laevis Extrakt
Kontrolle L.
Konzentration in pg/ml

Abb. 36: Zytotoxische Effekte des Ulmus laevis Rindenextraktes (LDH-Test) auf die
Endometriumkarzinomzelllinie Ishikawa, nach 48 h Inkubationszeit, in Bezug zur 100% gesetzten Kontrolle
mit max. Zelldestruktion durch Triton X-100. Alle Werte mit P<0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit 0=5%)
unterscheiden sich signifikant von der neg. Kontrolle und sind mit einem Sternchen (¥) gekennzeichnet.

Durch 17B-Estradiol konnte in keiner Konzentration ein zytotoxischer Effekt nachgewiesen

werden. Durch Tamoxifen kam es in den hohen Konzentrationen zu einer massiven
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Zellreduktion. Unter dem Einfluss von 10E-6 mol/l wurden 82,13 % und unter 10E-7 mol/l
75,09 % aller Zellen abgetotet (graphisch nicht dargestellt). Die Konzentration von 10E-8
mol/l senkte die Zellpopulation um 10 %, wihrend keine Zellverminderung bei 10E-9 mol/l

und 10E-10 mol/l zu beobachten war.

4.7. Lichtmikroskopische Auswertung des Zellwachstums

Am Beispiel der Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2 soll hier die lichtmikroskopische
Verlaufskontrolle unter Einfluss des Ulmus laevis Extraktes dargestellt werden. Diese
Kontrolle dient der visuellen Beurteilung des Wachstumsverhaltens nach Inkubation mit
verschiedenen Konzentrationen des Extraktes (Abb. 37).

Die extraktfreie Negativ-Kontrolle zeigt einen geschlossenen Zellrasen und ein homogenes
Wachstumsmuster. Auch die Zellen unter den Extraktkonzentrationen 10 pg/ml und 50
pg/ml zeigen einen nahezu geschlossenen Zellverband, jedoch sind bereits Verluste von
Zell-Zell-Kontakten sichtbar, was an den leichten Spaltbildungen zwischen den Zellen
erkennbar ist. Eine Zunahme dieser Spaltbildung und ein “aufreilen des Zellrasens ist
deutlich bei einer Konzentration von 150 pg/ml zu erkennen. Dieser Prozess setzt sich bei
250 pg/ml fort, verstirkt sich und fithrt aulerdem zu einer sichtbaren Reduktion der
Zellzahl. Bei der maximalen Extraktkonzentration von 500 pg/ml ist kein Zellverband zu
erkennen. Es finden sich einzelne Zellen, welche eine abgekugelte Struktur haben. Im
Wachstum befindliche Zellen suchen untereinander Kontakt und bilden Pseudopodien aus.

Dieses Merkmal fehlt diesen Zellen.
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Abb. 37: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Endometriumkarzinomzellen RL95-2 bei
400 facher VergroBerung nach Inkubation mit Ulmus laevis Extrakt nach 48h. Die auf den
Abbildungen verzeichneten Konzentrationen stellen die Inkubationskonzentration dar.

4.8. Massenspektrometrische Auswertung des Ulmus laevis Extraktes

In der durchgefiihrten Massenspektrometrie konnten die Hauptklassen der im Extrakt
enthaltenen Substanzklassen bestimmt werden. In Abb. 38 sind die mengenmiBig am
hdufigsten aufgetretenen Gruppen logarithmisch dargestellt. Den grofften Anteil stellen hier
die Triterpene und Sterole (STER) oder auch Phytosterine mit 64,9 % dar. Mit ca. 11,19 %
stellen die Phytoestrogene, welche als Zusammenfassung der Fraktionen Phenole/Lignin
Monomere, Lignane, Lignan Dimere und Flavonoide (PHLM-+LIGN+LDIM+FLAV)
dargestellt wurden, den zweitgroften Anteil. Die freien Fettsduren (FATA) folgen mit 9,5 %
als drittgroBBte Gruppe. Weniger stark vertretene Substanzklassen sind Lipide (LIPI),
Alkylaromaten (ALKY), heterozyklische Stickstoffverbindungen (NCOM), Peptide (PEPT),
Suberine (SUBE) und Kohlenhydrate (CHYD).
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Hauptklassen der organischen Extraktkomponenten in
der Pyrolyse-Feld lonen Massenspektroskopie
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Abb. 38: Hauptklassen der organischen Extraktkomponenten in der Pyrolyse-Feldionisations-
Massenspektrometrie. Alle Inhaltsstoffe sind als loglO der totalen Ionen-Intensitit in % dargestellt. Die
mengenmifigen Anteile wurden jeweils in Prozent an die Basis jeden Balkens notiert.

Sterols and triterpenes=STER; free fatty acids=FATA; phytoestrogens (phenols and lignin monomers=PHLM;
lignans=LIGN; flavonoids=FLAV; lignin dimers=LDIM); low molecular mass signals (m/z 15...56)=LOWN;
alkyl aromatics=ALKY; Lipide=LIPI; heterocyclic nitrogen containing compounds=NCOM; peptids=PEPT;
suberin=SUBE;carbohydrates=CHYD.
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5. Diskussion

5.1. Wirkungen des Extraktes auf die Zelllinien im Vergleich

Der MTT-Test wurde in dieser Arbeit als Verfahren zur Messung der
Mitochondrienaktivitdt der Zellen genutzt. Somit konnen Aussagen liber die Vitalitdt der
untersuchten Zellen getdtigt werden. Durch den BrdU Test kann die Menge an
wachstumsaktiven Zellen bestimmt werden. Beide Tests sind ein Mal} fiir die Proliferation
der Zellkulturen.

Im Vergleich aller getesteten Zelllinien wird deutlich, dass besonders die
Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2 mit einer starken Einschriankung ihres Wachstums
ab einer Konzentration von 50 pg/ml reagiert. Jeweils im MTT-Test und im BrdU Test
(Abb. 39, 40) erreicht diese Zelllinie maximale Hemmwerte von ca. 80 %. Im BrdU Test
verhalten sich die anderen Zelllinien sehr &hnlich. Es kommt zunichst zu einem
kontinuierlichen Abfall der Zellzahl mit einem Endpunkt, welcher um eine
PopulationsgroBBe von 60 % tendiert. Dagegen zeigte sich im MTT-Test anfinglich ein
dhnliches Verhalten, wobei die Endpunkte variierten. Bei der Mammakarzinomzelllinie
BT-20 zeigten sich die geringsten Hemmeffekte (Abb. 39). Bei dieser ER-negativen
Zelllinie sind keine signifikanten Proliferationshemmungen oder Induktionen zu beobachten
gewesen. Dieses ldasst den Schluss zu, dass die Wachstumshemmungen der anderen
Zelllinien, zumindest zu einem wesentlichen Anteil, tiber den ER gesteuert werden. Allen
ER-positiven Zelllininen ist gemein, dass sie bei Inkubation mit hoheren Konzentrationen
des Extraktes ein Wachstumsplateau erreichen, unabhingig davon, wie gro3 die vorhandene
Zellpopulation ist. Dieser Umstand deutet darauf hin, dass die Wirksamkeit des Extraktes ab
einer Konzentration von ca. 150-250 pg/ml nachldsst bzw. keine wesentlichen

Veranderungen mehr erzielt werden.
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Abb. 39: Vergleichsdarstellung der Mammakarzinomzelllinien MCF-7, HCC-70 und BT-20
mit den Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa und RL-95-2 im MTT-Test.
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Abb. 40: Vergleichsdarstellung der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und HCC-70 mit den
Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa und RL95-2 im BrdU-Test.

Es stellt sich nun die Frage, warum besonders die Endometriumzelllinie RL95-2 die grofite

Hemmung, im Gegensatz zu den anderen Zelllinien, aufweist. Um diese Frage zu

beantworten, lassen sich nur Vermutungen anstellen. So ist denkbar, dass durch das

Vorhandensein von Mirkovilli an der Oberflache mit ausgepragten Aktinfilamenten, wie sie

nur bei dieser Zelllinie beschrieben worden sind, die resorptiven Eigenschaften stirker
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ausgepragt sind als bei den anderen Zellen. Ist die aufzunehmende Substanz
membrangédngig, erhoht sich durch die groBere Oberfliche die Resorptionskapazitit
deutlich. Das fiihrt zu einer erhohten intrazelluldren Konzentration und somit zu einem
erhohten Potential fiir regulatorische Prozesse.

Eine weitere These kann durch die Ergebnisse der Forschergruppe Ward et al. (2007) [106]
in Betrachtung gezogen werden. In ihrer Arbeit untersuchten sie die Regulation des
»forkhead* Transkriptionsfaktors FOXOI1, einem Mitglied der ,,Forkhead/winged helix
family”. Dieser ist an verschiedensten Zellfunktionen, wie z.B. Zelldifferenzierung,
Metabolismus und Zelliiberleben beteiligt [31]. AuBerdem stellt FOXO1 einen wesentlichen
Faktor im Prozess der Dezidualisation der Gebdrmutter dar. Hierbei ist der “crosstalk® mit
dem Progesteronrezeptor eine wichtige Eigenschaft [98]. Ward et al. (2007) [106] stellten in
ihrer Arbeit fest, dass die Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa und RL95-2 {iber eine
signifikant geringere Expression des FOXO1 Factors verfiigen als “normale® humane
Endometriumzellen. Wenn nun dieser ,survival-factor vermindert ist, konnten sich
Verdnderungen in der Signaltransduktion mit dem Ziel der Differenzierung und
Wachstumsstimulation, stirker auswirken. Dieses konnte insgesamt eine geringere
Zunahme der Proliferation zur Folge haben.

Da es sich beim MTT und dem BrdU Test jeweils um Proliferationstests handelt, sollte man
annehmen, dass die Ergebnisse im Vergleich identisch oder zumindest #hnlich sind.
Tendentiell trifft dieses auch zu, denn alle Zelllinien zeigen mit ansteigender Konzentration
des Extraktes eine Abnahme des Zellwachstums. Dennoch unterscheiden sich die
Endpunkte des Wachstums im Verlaufe der Konzentrationssteigerung. Besonders deutlich
wird dies am Beispiel der Zelllinie HCC-70. So differiert die Proliferation zwischen MTT-
und BrdU-Test bei einer Konzentration von 500 pg/ml um 24 %. Ursédchlich fiir diese
Variabilitét ist einerseits der unterschiedliche experimentelle Ablauf, welcher jeweils einem
anderen Protokollmanagement unterliegt, andererseits verdndern &uBlere und innere
Einfliisse wie Umgebungstemperatur, Luftfeuchte oder die Anzahl der Zellpassage das

Ergebnis.
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5.2. Zytotoxizitit des Ulmus laevis Extraktes

Im Vergleich der getesteten Zelllinien untereinander stellt sich die Zytotoxizitdt des
Extraktes auf die Zellvitalitit unterschiedlich dar. Wihrend die Zelllinien MCF-7, Ishikawa
und RL95-2 erst in Konzentrationen ab 150 pg/ml zunehmend absterben, beginnt eine
nahezu lineare Steigerung der Zelltotung bei HCC-70 bereits ab 10 pg/ml (Abb. 32). Hier
wird das Maximum der Zytotoxizitit mit 48,6% bei der hochsten getesteten Konzentration
von 500 pg/ml beobachtet. Betrachtet man die Ergebnisse der Proliferationstests MTT und
BrdU wird klar, dass die ,,Hemmungseffekte der hohen Konzentrationen durch eine
Zytotoxizitdt gestiitzt sind. Im Fall der Zelllinie HCC-70, wiirde sich die gezeigte Hemmung
im BrdU- Test vollstindig durch die Zytotoxizitit des Extraktes erklidren lassen, im MTT-
Test jedoch nicht. Hier reicht die Zelltétung als alleiniger “Inhibitionsmechanismus‘ nicht
aus. Im Gegensatz dazu, erreicht die Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2 ein relativ
geringes Zytotoxizititsniveau. Erst bei 500 pg/ml steigt die Zelltotung auf 13,9 % (Abb.
34). Die dem gegeniiberstechenden hohen Hemmungswerte der Proliferationstests zeigen,
dass weitere inhibitorische Faktoren eine Rolle spielen.

Zytotoxische Effekte von Ulmenbestandteilen werden in der Literatur durch die Aktivierung
von Apoptosemechanismen beschrieben. Durch die Induktion des ,,programmierten
Zelltodes* kommt es durch Caspasen zur Proteolyse von Zellproteinen, Verdnderungen an
der Zellmembran, Abbau der DNA und schlieBlich zur endgiiltigen Zerstérung der Zelle.
Die frei werdende LDH wird in dem verwendeten Zytotoxizitétstest gemessen. Lee et al.
(2005) [53] und Wang et al. (2004) [105] beschrieben die zytotoxischen Effekte von
Ulmenbestandteilen durch Induktion der Apoptose.
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Abb. 41: Vergleichsdarstellung der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und HCC-70 mit den
Endometrium-karzinomzelllinien Ishikawa und RL95-2 im LDH-Test.

5.3. Wirkungen des Estradiols und des Tamoxifens auf die Zelllinien

Das zur Positiv-Kontrolle eingesetzte 17B-Estradiol (E2) wirkt auf ER positive Zellen in
hohen Konzentrationen zytotoxisch und in geringeren gewebsproliferierend [13, 22].
Dennoch sind die niedrigsten verwendeten Konzentrationen von 10E-10 mol/l immer noch
hoher als im menschlichen Koérper natiirlich zirkulierend. In keinem der durchgefiihrten
MTT-Tests konnte eine signifikante Stimulation durch E2 nachgewiesen werden. Die
Zelllinien RL95-2 und HCC-70 zeigten unter dem Einfluss von E2 in den Konzentrationen
10E-6 mol/l und 10E-7 mol/l eine Verminderung des Wachstums. Es ist bekannt, dass es
unter ~ Hormoniiberschuss zur  Rezeptor-Downregulation  und  damit  zur
Rezeptorinternalisierung in die Zelle kommt, wodurch das Wachstum verringert wird.

Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse der BrdU-Tests, in welchen sich die Zelllinien RL95-
2, HCC-70 und MCF-7 durch E2 stimulieren lieen. Insbesondere RL95-2 zeigt eine
massive Erhohung des Zellwachstums, was auf einen hohen ER Status hinweist. Da
RL95-2, laut Tumorzellbank ATCC, eine groBere Oberfliche als alle anderen getesteten
Zellen besitzt, erreicht sie vermutlich eine hohere Aufnahmekapazitét fiir E2. Es gibt in der
Literatur keine Hinweise darauf, dass der BrdU Test gegeniiber dem MTT Test eine hohere
oder niedrigere Sensitivitdt aufweist. Somit lassen sich nur Vermutungen anstellen, warum

es im MTT Test nicht zu einer Proliferationssteigerung kam. Die Tests sind zeitlich
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voneinander unabhéngig durchgefiihrt worden, wodurch sich natiirliche, beeinflussende
Faktoren ergeben, wie z.B. eine andere Passage der Zelllinie. Daraus resultieren
Unterschiede beispielsweise im Rezeptorstatus, welcher in seiner Anwesenheit aber nicht in
seiner Anzahl konstant bleibt. Insgesamt scheint die Inkubationszeit mit E2 relativ kurz, um
eine konstante Steigerung der Proliferation zu erreichen. Dem zugrunde liegen
Wachstumsprozesse, welche zunédchst auf genetischer Ebene induziert werden miissen. Liu
et al. (2002) [59] beschrieb weiterhin, dass E2 iiber den a-Rezeptor zwar stimulierend
wirken kann, jedoch iiber den B-Rezeptor auch eine wachstumsinhibierende Wirkung
moglich ist. Dieses geschieht tiber die Regulation der Expression von Schliisselgenen des
Zellzyklus, wie z.B. dem Cyclin D. Dadurch konnte eine Unterdriickung der Proliferation in

den verschiedenen Tests erkliart werden.

Tamoxifen als Antiostrogen senkt das Wachstum bei Mammakarzinomzellen und erhoht die
Proliferationsrate bei Endometriumkarzinomzellen [32, 42]. Die hohen Konzentrationen
wirkten wie erwartet stark zytotoxisch auf die Zellen. In niedrigen Konzentrationen konnten
keine signifikante Beeinflussung des Zellwachstums festgestellt werden. Diese Ergebnisse

finden sich in allen durchgefiihrten Tests wieder.

5.4. Wirkungsweisen der Ulmeninhaltsstoffe

Die meisten diagnostizierten malignen Brust- und Endometriumtumoren, weisen einen
positiven ER und PR Status auf. Diese Eigenschaften sollten durch die ausgewdihlten
Zellkulturen reprasentiert werden. Estrogen Rezeptoren sind bestimmende Faktoren in der
Wachstumsstimulation. So bestand die Moglichkeit, die Zellen durch die mitgefiihrten
Estradiol Kontrollen auf ein hormonelles Ansprechen zu testen.

Die Mammakarzinomzellen MCF-7 und HCC-70, sowie die Endometriumkarzinom-
zelllinien RL95-2 und Ishikawa, sind weitldufig genutzte und gut untersuchte Zelllinien,
welche tiber Estrogenrezeptoren verfiigen. Frithere immunhistochemische Untersuchungen
der Arbeitsgruppe bestdtigten das Vorhandensein von ERa und ERP, sowie
Progesteronrezeptoren in MCF-7 Zellen (M. Szewczyk, Diplomarbeit, 2007). Ebenso wurde
das Fehlen von Estrogen und Progesteron Oberflichenrezeptoren bei der

Mammakarzinomzelllinie BT-20 bestitigt (S. Gailus, Diplomarbeit, 2006).
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Insgesamt stellt der Anteil, der im Extrakt enthaltenen Phytoestrogene mit 11,19 %, die
zweitgroBBte Gruppe dar. Es ist davon auszugehen, dass die Phytoestrogene in Form von
Lignanen und Flavonoiden, den Zellzyklus iiber den ERP beeinflussen konnen. Der direkte
Weg durch die Aktivierung von nukledren Rezeptoren, wie in Abb. 6 dargestellt erfordert
zundchst  eine  Genaktivierung.  Daraus  resultiert eine  Verzogerung  der
Wachstumsregulation.

Neben diesem klassischen Weg werden in der Literatur ,nichtgenomische Effekte des
Estradiols disskutiert. Hinweisend dafiir sind Beobachtungen, dass die Effekte durch
Estradiol bereits nach kurzer Zeit auftraten. Es ist daher auszuschlief3en, dass sie iiber eine
transkriptionelle Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen und Wachstumsfaktorgenen
ausgelost worden sind [36]. So konnte Migliaccio et al. (1996) in Studien am Modell von
MCF-7 Mammakarzinomzellen nachweisen, dass durch einen Ostrogenstimulus eine
schnelle Aktivierung des MAP-Kinase (ERK-1/2) Weges ausgelost werden kann [68].

In den durchgefiihrten Experimenten zeigten sich insbesondere im BrdU-Test deutliche
Proliferationsraten unter Estradioleinfluss bereits nach 48 Stunden Inkubation (Abb. 27, 29,
25). Dies ldsst auf sogenannte ,,nichtgenomische* kurze Signaltransduktionen schlief3en,
welche zu einer Wachstumssteigerung unter E2 gefiihrt haben. Es ist ebenfalls vorstellbar,
dass durch die antagonistische Wirkung der im Extrakt enthaltenen Phytoestrogenen diese

Signalwege verlangsamt oder unterbunden werden konnen.

Auch andere Inhaltsstoffe der Ulme haben neben den Phytoestrogenen das Potential
regulierend auf das Zellwachstum einzuwirken. Lee et al. (2005) [53] isolierten ein
Glycoprotein G-120 aus der Ulmenart Ulmus davidiana Nakai (UDN), welches signifikant
die Proliferation von MCF-7 Zellen inhibierte. Sie konnten nachweisen, dass die Fraktion
G-120 die Bindung von NF-kB, einem wesentlichen Signaltransduktionsprotein, an die
DNA verhinderte. Dariiber hinaus verminderte G-120 die Expression von c-Jun, Fra-1 und
Fra-2. Innerhalb des Zellkerns stellen diese Proteine Glieder in der Kette der
Informationstibertragung zur DNA dar.

Weitere mogliche Wirkstoffe sind Mykotoxine in Form von Zearalenone bzw. a-Zearalenol,
dem Estradiol strukturell sehr dhnlichen Stoffen. Sie besitzen eine hoher Bindungsfiahigkeit
an die Estrogenrezeptoren o und PB. Gray et al. (2004) [29] konnten dieses von Pilzen

produzierte Phytoestrogen (Abb. 1), an den Wurzeln des amerikanischen und asiatischen
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Ginsengs nachweisen. Eine genaue Wirkungsweise konnte nicht beschrieben werden.
Allerdings kann vermutet werden, dass sich solche oder dhnliche Mykotoxine auch an
anderen pflanzlichen Bestandteilen befinden, und Einfluss auf die Effekte von Extrakten
haben konnten.

Eine besondere Rolle in der Wachstumsbeeinflussung von menschlichen Tumorzellen
scheinen sekundére Naturstoffe aus der Gruppe der Terpene zu spielen. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrte Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie identifizierte eine grof3e
Anzahl an Triterpene und Sterole. Diese Gruppe bildet mit 64,9 % den mengenméBig
grofBten Anteil aller im Extrakt enthaltenen Stoffe. Insgesamt sind die Terpene, wie in der
Einleitung beschrieben, sehr heterogene Substanzen und weisen eine Vielzahl Untergruppen
auf. Die groBte Untergruppe mit 3000 chemischen Verbindungen stellen die Sesquiterpene
dar. Zu diesen gehoren z.B. die Substanzen Mansonone E und F. Die Forschergruppe Wang
et al. (2004) [105] isolierten diese beiden Substanzen aus der Wurzelrinde einer Ulmus
pumila. Sie untersuchten die Wirkung dieser beiden Stoffe u.a. auf die Zelllinie MCF-7,
sowie weitere Tumorzelllinien. Es fanden sich deutliche Proliferationshemmungen, welche
die Resultate der vorliegenden Arbeit bestdtigen. Dariiber hinaus stellte sich Mansonone F
als potenter Inhibitor der humanen histiozytiren Lymphomzelle U937 heraus. Die
Wirksamkeit ist, nach Meinung der Forschergruppe Wang et al. (2004) [105], mit dem
vielgenutzten Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil vergleichbar.

In Auswertung der durchgefiihrten Massenspektrometrie des Ulmenextraktes, konnten
verschiedene Massensignale expliziten Substanzen zugeordnet werden: B-Sitosterol (m/z
414), Protoalnulin und Lupenon (m/z 424), Taraxerol, Anulin, B-Amyrin, Lupeol, Friedelin,
Ilexol (m/z 426), Friedelinol, Moretenol (m/z 428) und Betulin (m/z 442). Es gibt eine
Vielzahl an Literaturhinweisen {iiber die estrogenen Wirkungen von Sterolen und
Triterpenen. Ju et al. (2004) [43] untersuchte beispielsweise die estrogenen Effekte von
B-Sitosterol und dessen Glykosiden in vitro. Diese Sterole waren in der Lage durch
Estrogene induziertes Tumorwachstum zu inhibieren und dariiber hinaus das Estradiol Level

im Serum zu senken.

Eingriffe in den Apoptosezyklus von humanen Zellen scheinen sich durch Inhaltsstoffe der
Ulmengattungen zu bestitigen. In der in vitro Studie von Wang et al. (2004) [105] zeigte

sich unter Einfluss des Mansonone E eine verminderte Expression des antiapoptotischen
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Proteins Bcl-XL und Bcl-2, sowie eine Steigerung des pro-Apoptose Proteins Bax in HeLa
Leberkarzinomzellen nach 24 Stunden Inkubation.

Bei dem aus der Rinde der Ulmenart Ulmus davidana nakai (UDN) isolierten, bisher nicht
weiter identifizerten Glykoprotein G-120, zeigte sich dhnlich dem Mansonone E eine
apoptotische Wirkung auf MCF-7 Zellen [53]. Auch sind Phytoestroge in der Lage eine
Apoptose zu induzieren. So zeigten Jo et al. (2005) [41] und Danbara et al. (2005) [16], dass
durch ein Pflanzenextrakt bzw. Enterolacton, einem Phytoestrogen aus der Gruppe der
Lignane, das Tumorsuppressorgen p53 verstirkt exprimiert wurde. Weiterhin kam es unter
dem Einfluss von Enterolacton zur Induktion der Apoptose, indem der Apoptose-Suppressor
Bcl-2 herab reguliert wurde. Ob eine Apoptose in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten stattfand ist nicht nachgewiesen. Jedoch sprechen die wachstumshemmenden
Wirkungen des Extraktes dafiir.

Die verschiedenen Ergebnisse aus zahlreichen Studien lassen den Schluss zu, dass
Rindenbestandteile von Ulmen auf verschiedenste Weise in die Regulationsmechnismen

von Tumorzellen eingreifen konnen.

5.5. Bedeutung und medizinisches Potential von Ulmus laevis

Derzeit werden Rindenbestandteile von Ulmen u. a. zur Herstellung “medizinischer
Heiltees* genutzt. So ist nach Uberlieferungen aus der traditionellen chinesischen Medizin
die Anwendung von Ulmenrindenbestandteilen bei Odemen, Brustdriisenentziindung,
Magenkrebs und Magenentziindung heilsam [38, 40].

Einige dieser Teesorten wurden genauer untersucht, wobei ,,Essiac tea®* (Hersteller: Essiac
Canada International, Ottawa, Kanada) als Radikalfanger fungierte und Hydroxyl-Radikale
bis zu 84% sowie Superoxid-Radikale bis zu 82 % reduzierte [55]. Die Untersucher
schlossen daraus eine DNA-protektive Wirkung und somit Anti-Krebs Eigenschaften.

Eine andere in vitro Studie zeigte inhibitorische Effekte bei einer Prostatakarzinom-Zelllinie
(LNCaP) [79]. Eine weitere bereits nidher untersuchte Teesorte ist Flor Essence®. Dieser
Tee enthélt neben der Ulmenrinde (Ulmus rubra) sieben weitere Krauter und zeigte bei in
vitro Untersuchungen inhibitorische Effekte auf das Wachstum von verschiedenen

Mammakarzinomzelllinien (MCF-7 und MDA-MB-468) [97].
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Diese Ergebnisse scheinen aus medizinischer Sicht interessant, jedoch gibt es mindestens
ebenso viele Studien, welche diesen Teesorten keine signifikante Wirkung bescheinigen

[56, 23].

Es stellt sich die Frage, ob die in geringen Mengen enthaltenen Phytoestrogene in Form von
Lignanen medizinisches Potential in der Behandlung von Krankheiten oder klimakterischen
Beschwerden haben. Es existieren derzeit eine Vielzahl von Studien {iber die Sinnhaftigkeit
des Einsatzes von Phytoestrogenen als Hormonersatztherapie bei klimakterischen
Beschwerden. Die Nutzung antiostrogener Effekte durch Phytoestrogene ist derzeit ein
vieldiskutierter Sachverhalt. Bisher ist daraus noch keine verbindliche Empfehlung zum
Einsatz von Phytoestrogenen entstanden. Die im Ulmus laevis enthaltenen Phytoestrogene
stellen eine mengenméBig geringe Anzahl an Inhaltsstoffen dar. Demzufolge scheint eine
perspektivische Nutzung im Bezug auf die Hormonersatztherapie eher unwahrscheinlich.

Das vermutlich groBte Potential der Ulme liegt in der direkten Beeinflussung des
Wachstums hormonaktiver Tumoren. Nicht hormonaktive Zellen zeigten in den
Untersuchungen der BT-20 Mammakarzinomzellline keine Effekte. Wie in dieser Arbeit
nachgewiesen, hat das Extrakt einen gro3en Einfluss auf die Proliferation von Tumorzellen.
Insbesondere die Endometriumkarzinomzellen reagierten durch starke
Wachstumshemmungen, ohne dabei wesentlich zytotoxische Wirkungen zu zeigen. So
konnten ,,normale Korperzellen geschiitzt und Tumorzellen selektiv in ihrem Wachstum
gehemmt werden. Um eine Schiadigung von gesunden Korperzellen auszuschlieBen,

miissten diesbeziigliche Experimente mit ,,nicht-Tumorzellen folgen.
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6. Ausblick

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Zielsetzung und die ausgewidhlten Methoden sind der
Grundlagenforschung zuzuordnen und beschéftigen sich mit der Auseinandersetzung, ob
Zusammenhinge zwischen Inhaltsstoffen aus der Rinde der Flatterulme und dem Wachstum
humaner hormonaktiver Karzinomzellen bestehen. Es wurden Aussagen zu der
Wirksamkeit eines ethanolischen ,,Vielstoffgemisches™ getroffen. Um detaillierte Wege der
Beeinflussung zu entschliisseln, miissen entscheidende Komponenten isoliert werden und
deren Mechanismen geklart werden. Erst dann sind Aussagen moglich, ob eine
Zusammenwirkung vieler oder einzelner Stoffe verantwortlich sind. Dazu wire z.B. eine
fraktionierte Chromatographie eine sinnvolle Methode, um die Stoffe entsprechend ihrer
chemischen Polaritdt von einander zu trennen. In weiteren Schritten kann eine erneute
Massenspektrometrie der Fraktionen weitere Aufschliisselung bringen.  Folgende

anschliefende Untersuchungen sind méglich:

- Kombination von Tamoxifen oder Fulvestrant + Ulmenextrakt in niedrigen Dosierungen
auf Mammakarzinomzelllinen, zur Beurteilung sich potenzierender oder beeinflussender

Effekte

- Kombination von Ulmenextrakt oder fraktionierten Inhaltsstoffen mit

Aromatasehemmern
- Testung einer Estrogenrezeptor negativen Zelllinie (BrdU/LDH)
- Untersuchung von Apoptosemechanismen
- Messung der Verdnderng des ER Status unter Extrakt-Inkubation

- Messung des Ca®" Influxes in die Zelle, zur Beurteilung von Second-Messenger

Mechanismen

- Einfluss des Extraktes auf die Angiogenese bei Tumorzellen.
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7.Zusammenfassung

Die Inzidenzen fiir gynidkologische Tumoren wie Brustkrebs oder Gebarmutterkrebs steigen
weltweit. Die Ursachenforschung hat in den letzten Jahren und Jahrzehnten zwar grof3e
Fortschritte erzielt, jedoch liegen insbesondere molekulare Mechanismen der Entstehung
von malignen Tumoren noch im Unklaren. Viele Wechselwirkungen der Rezeptoren
untereinander sowie die Beziehungen zu den beeinflussenden Liganden, Faktoren und Co-
Faktoren einer Signaltransduktion sind noch nicht vollstindig verstanden. Um neue
Therapiemoglichkeiten zu schaffen, wird in neuerer Zeit zunehmend versucht pflanzliche
Wirkstoffquellen zu erschlieBen, welches wie das Beispiel Tamoxifen zeigt, durchaus
lohnenswert ist.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Herstellung eines Ulmenextraktes aus der Rinde
einer in Europa heimischen Ulmus laevis und dessen Testung auf das Wachstumsverhalten
von Brust- und Gebarmutterkrebszellen in vitro. Zusétzlich konnte die Zytotoxizitdt des
Gemisches auf die Zellen mittels LDH Test bestimmt werden. Um eine Qualifizierung und
Quantifizierung der Inhaltsstoffe zu erhalten, wurde eine Massenspektrometrie
durchgefiihrt. Als Hauptinhaltsstoffe wurden die Gruppen der Sterole, Fettsduren und
Phytoestrogenen  klassifiziert. Dariiber hinaus diverse geringanteilig vertretene
Substanzklassen wie Alkylaromaten, Lipide, heterozyklische Stickstoffverbindungen,
Suberine und Kohlenhydrate.

In der Vielzahl der nachgewiesenen Effekte durch Rindeninhaltsstoffe von Ulmen ist
anzunehmen, dass nicht ein einzelner Stoff fiir die genannten Wirkungen verantwortlich ist,
sondern vielmehr ein Zusammenspiel mehrerer, bekannter und noch unbekannter Stoffe
entscheidend fiir die beschriebenen Effekte sind. Die diskutierten Quellen lassen
verschiedene Mechanismen hinter den wachstumshemmenden Effekten des Ulmus laevis
Extraktes vermuten. So sind unter anderem Apoptose, Senkung des Estradiol-Levels,
Blockade der intrazelluldiren Signaltransduktion oder zytotoxische Effekte moglich. In
Anbetracht der vorhandenen Studien in Bezug zu Ulmenrindenextrakten und deren
Wirksamkeit auf humane Zellen, stehen die Forschungen noch am Anfang der Entwicklung.
Es ist jedoch abzusehen, dass sich durch weitere Forschungsarbeit noch interessante

Aspekte mit Hinblick auf medizinische Nutzbarkeit er6ffnen lassen.

77



Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich eine direkte Wirkung des Ulmus laevis
Extraktes auf das Wachstum hormonaktiver Brustkrebs und Gebarmutterkrebszellen. Eine
Inhibition ist sowohl bei den Mammakarzinomzellen HCC-70 als auch bei der MCF-7
Zelllinie im MTT und BrdU Test deutlich sichtbar. Die getestete Estrogen- und Progesteron-
Rezeptor negative Zelllinie BT-20 zeigte entgegen den anderen Hormonrezeptor positiven
Zelllinien keine signifikante Reduktion der Zellzahl. Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass eine Blockade der Signaltransduktion mittels Estrogenrezeptor eine wesentliche Rolle
spielt. Eine Untersuchung der Endometriumzellen ergab noch eindrucksvollere Ergebnisse.
Insbesondere die Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2 zeigte eine starke Einschrinkung
ihrer Proliferation. Die Zelllinie Ishikawa reagiert ebenfalls deutlich mit einer
Verminderung des Zellwachstums. Eine direkte zellschdadigende Wirkung des Extraktes ist
nur in den am hochsten verwendeten Konzentrationen nachgewiesen worden, wodurch der
Schluss zugelassen werden kann, dass das Ulmenextrakt ein chemotherapeutisches bzw.
praventives Potential, insbesondere auf die Behandlung des Endometriumkarzinoms, hat.
Aussagen zu einer Nutzung des Extraktes sind jedoch zu diesem Zeitpunkt, bei derzeitigem

Wissensstand iiber Wirkstoffe und Wirkmechanismen noch nicht moéglich.
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Thesen

9. Thesen

1. Das Mammakarzinom und das Endometriumkarzinom gehéren zu den héufigsten
Krebserkrankungen der Frau. Derzeit existieren keine Empfehlungen fiir die

praventive Einnahme von Nahrungsergénzungs- oder Arzneimittel.

2. Die meisten malignen Brust- und Gebarmutterkdrpertumoren sind Estrogen- und
Progesteronrezeptor positiv. Beim Mammakarzinom greifen hier die Mechanismen
der Hormon- und Antihormontherapie. Darliber hinaus existieren eine Vielzahl
weiterer potenter Chemotherapeutika zur Behandlung des Mammakarzinoms. Dazu
zdhlen Zytostatika, Antikérper und Immunmodulatoren. Hier gilt es, ergdnzend neue

Wirkstoffe bzw. Praventivstoffe fiir Risikopatientinnen zu isolieren.

3. Das Endometriumkorpuskarzinom ist in der Regel eine Erkrankung der élteren Frau.
Die Behandlung erfolgt operativ durch Hysterektomie. In speziellen Fillen, wie z.B.
der Behandlung niedriggradiger Tumorstadien bei Patientinnen mit Kinderwunsch
oder bei Hyperplasien des Endometriums mit Atypien, kann eine medikamentdse
Behandlung mit Progesteronpréparaten erwogen werden. Es existieren derzeit keine
effektiven Chemotherapien, welche das Gesamtiiberleben verbessern. Eine lokale
Strahlentherapie kann in Einzelfdllen erwogen werden, ist jedoch kein Standard in

der Behandlung des Endometriumkarzinoms.

4. Die Ulme ist eine heimische Baumart. Bestandteile einiger Unterarten werden
traditionell, insbesondere 1im asiatischen Raum als Heilmittel genutzt.
Experimentelle Studien von Ulmenbestandteilen zeigten in vitro, Wirkpotential auf

diverse Zellkulturen.

5. Die Flatterulme (Ulmus laevis) enthélt eine Vielzahl an Wirksubstanzen — sekundére
Pflanzenstoffe. In dieser Arbeit wurden insbesondere Sterole, Fettsduren und
Phytoestrogene massenspektrometrisch neben einer Vielzahl an weiteren Substanzen

identifiziert. Diese stellen potente Inhibitoren der Zellproliferation dar.
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10.

Als Ergebnis der vorliegenden Arbeit zeigt sich, dass das ethanolische Extrakt der
Ulmus laevis Rinde signifikant das Wachstum von hormonaktiven Brustkrebszellen

in vitro senkt.

Ebenso reduziert das getestete Extrakt signifikant das Wachstum von hormonaktiven

Endometriumkarzinomzellen in vitro.

Die ER und PR negative Zelllinie BT20 ldsst sich im MTT-Proliferationstest
wesentlich weniger beeinflussen, als Hormonrezeptor positive Zelllinien. Daher ist
als Wirkmechanismus der Proliferationshemmung eine Beteiligung der

Steroidhormonrezeptoren anzunehmen.

Das Ulmus laevis Extrakt wirkt nur geringfiigig zytotoxisch. Erst in hoéheren
getesteten Konzentrationen erfolgt eine vermehrte Letalitit der Zellen, wobei sich

die Zelllinien in ihrem Uberleben unter Einfluss des Extraktes unterscheiden.
Das Wirkstoffgemisch zeigt chemotherapeutisches Potential, mit Hinblick auf die

Isolierung wirksamer Komponenten oder als Vielstoffgemisch. Eine eingehende

Testung nach Fraktionierung ist notwendig.
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10. Anhang

4—‘ 3
Ulmenborke, 10°-Heizstufe 426
T 2
3,
2 1
414 7]
=
126 9]
5
o 180 200 400 600
o 114 178 Temperature in °C —>
75 428 530
i g | (128 502
1 222
396
| J ! IMJ]I.. I .Jl”l ”u..l\““ “'JL-.;. by
T 1 T i T T T

' T | —
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
mlz ——

Abb. 42: Darstellung der Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektroetrie in Massensignalen
m/z (Ulmenrinde 10° Heizstufe)
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Marker signals in Py-FIMS of aquatic and terrestrial humic substances,

soil fractions and whole soils.

Carbohydrates
60,72,82,84,96,98,110,112,
114,126,132,144,162

Phenols+lignin monomers
94,108,110,122,124,138,140
150,152,154,164,166,168,178
180,182,194,196,208,210,212

Lignin dimers
246,260,270,272,274,284,286,296
298,300,310,312,314,316,326
328,330,340,342,356

Lipids, alkanes, alkenes,

fatty acids, n-alkyl esters
202,216,230,244,256,258,270,272
284,286,298,300,312,314,326
328,340,342,354,368,380,382
394,396,408,410,422,424 438
452,466,480,494,508,522,536
550,564,578,592,606,620,634
648,662,676,704,718,732,746

Alkylaromaties

170,176,184,190,192,198,204
206,218,220,232,234,246,260
274,288,302,316,330,344,358

372,386

N-containing compounds
59,67,79,81,95,103,109,111
123,125,137,139,153,161,167
181,183,195,203,233,245,255
257,271,285,333,359,363,393

Sterols

372,386,388,390,392,394,396,398
400,402,408,410,412,414,416
426,430

Peptides
57,70,73,74,75,84,87,91
97,99,115,120,129,135

Suberin
432,446,460,474,488,502,516,530

Fatty acids n-C16 to n-C34
256,270,284,298,312,326,340,354
368,382,396,410,424,438,452,466
480,494,508

m/z 15-56

Isotope "C signals and M+1 peaks
58,61,71,73,76,80,85,88
97,99,104,113,116,121,127
130,133,135,136,141,143,145
149,151,155,157,163,165,169
171,177,179,185,191,193,197
199,205,207,209,211,213,217
219,221,231,235,247,259,261
273,275,287,289,297,299,301
303,311,313,315,317,327,329
331,334,341,343,355,357,360
364,369,373,381,383,387,389
391,395,397,399,401,403,409
411,413,415,417,423,425,427
431,433,439,447,453,461,467
475,481,489,495,503,509,517
523,531,537,551,565,579,593
607,621,635,649,663,677,705
733,747

Abb. 44: Markersignale der Ulmenrindeninhaltsstoffe in der Massenspektrometrie
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