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1. Einleitung

1.1. Mammakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Nach Schétzungen des Robert-Koch-Instituts erkranken jahrlich ungefédhr 200.000 Frauen in
Deutschland an Krebs (zum Vergleich: Ménner ca. 230.000). Darunter bilden die Malignome
der weiblichen Brustdrise mit einer jahrlichen Inzidenz von mittlerweile rund 58.000 bei wei-

tem die groRte Gruppe an Krebsneuerkrankungen unter Frauen (ca. 29 %) (Abb. 1).
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r T
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Abb. 1: prozentualer Anteil ausgewéahlter Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen ohne
nicht-melanotischen Hautkrebs in Deutschland 2006 [Robert Koch-Institut, 2010]

Seit den 1980er Jahren ist die Haufigkeit des Mammakarzinoms in Deutschland stetig ange-
stiegen. Die Zahl aufgetretener Neuerkrankungen stieg bis 2004 um mehr als 65 %, ist aber
seitdem ungeféahr gleichbleibend. Das Mammakarzinom ist nach wie vor mit rund 18.000
Sterbeféllen pro Jahr die haufigste Krebstodesursache bei Frauen (ca. 18 %). Erfreulicherwei-
se nimmt seine Mortalitat jedoch, trotz der gestiegenen Inzidenzraten, in Deutschland seit
Mitte der 1990er Jahre leicht ab bzw. ist nahezu konstant (Abb. 2).

Statistisch gesehen erkranken in Deutschland etwa 10 bis 12 von 100 Frauen im Laufe ihres
Lebens an einem Mammakarzinom, wobei die Inzidenz- und Mortalitatsraten, wie bei der
Mehrzahl der Malignome, mit dem Alter steigen. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt
bei ungefahr 64 Jahren und ist damit niedriger als bei den meisten anderen Krebserkrankun-
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gen. Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Brustkrebspatientinnen werden derzeit, tber
alle Stadien betrachtet, mit ca. 85 % angegeben. Es sind zunehmend langere Krankheitsver-
laufe zu beobachten. Insgesamt betrachtet kann jedoch trotz Einfiihrung neuer adjuvanter und
palliativer Behandlungsmethoden sowie der Etablierung neuester Tumorchirurgie und Vor-
sorgeprogramme keine ginstigere Prognose in naher Zukunft erwartet werden. Deswegen
rickte in den letzten Jahren die Frage nach praventiven Malinahmen immer starker in den

Fokus der wissenschaftlichen Forschung.

Zahl der Fille Je 100.000

60.000 120
Frauen
50.000 100
40.000 8o
30.000 6o
20.000 40
10.000 20
1980 1985 1990 1995 2000 2005
Jahr

Zahl der Neuerkrankungen Altersstandardisierte Erkrankungsrate

I Zahl der Sterbefille Altersstandardisierte Sterberate

Abb. 2: Jahrliche Neuerkrankungs- und Sterbefélle sowie altersstandardisierte Neuerkrankungs- und
Sterberaten des Mammakarzinoms (Europastandard), Deutschland 1980 — 2004, ICD-10 C50 [Robert
Koch-Institut, 2010]

1.1.2. Geographische Unterschiede

Aber nicht nur in Deutschland, sondern auch weltweit betrachtet zahlt das Mammakarzinom
zu den haufigsten Krebserkrankungen der Frau. Auffallig ist jedoch, dass sich seine Inziden-
zen zwischen den verschiedenen Kulturkreisen und Regionen zum Teil stark unterscheiden
(Abb. 3). So zeigen zahlreiche epidemiologische Statistiken, dass v.a. bei Frauen aus dem
asiatischen Raum signifikant niedrigere Inzidenzen und Mortalitdten bezlglich des
Mammakarzinoms auftreten, als dies bei europdischen oder nordamerikanischen Frauen der
Fall ist. Demnach haben z.B. Frauen aus Hongkong ein nur ungeféhr halb so groRes Brust-
krebsrisiko wie Frauen in den USA [Deapen D et al., 2002]. Andere Autoren beschreiben
sogar ein bis zu 7-fach erniedrigtes Brustkrebsrisiko asiatischer Frauen im Vergleich zu jenen
in den USA [Ursin G et al., 1994; Ziegler RG et al., 1993]. Ebenso sind Inzidenzen anderer
hormonabhéngiger Erkrankungen wie Uterus- und Prostatakrebs, Osteoporose, Herz-
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Kreislauferkrankungen sowie klimakterischer Beschwerden in Asien sehr viel geringer als in
Europa bzw. den USA [Adlercreutz H, 1990; Usui T, 2006].

Frauen
| Belgien

. Frankreich
———— Miederlande

|
Hongkon
E— Inzidenz
Polen Mortalitat
T T T T T T T
o 30 6o Qo 120 150 180

Abb. 3: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten in Deutschland im internationalen
Vergleich 2006, ICD-10 C50 (aul3er Frankreich, Australien: 2005, Schweiz: 2003-2006, Belgien Ster-
beraten: 2004), Falle pro 100.000 [Robert Koch-Institut, 2010]

Wovon genau diese epidemiologischen Unterschiede abhéngen, wurde lange Zeit kontrovers
diskutiert. Anfangs wurden populationsgenetische Ursachen daflir verantwortlich gemacht.
Dies konnte jedoch durch eine Vielzahl an Migrationsstudien widerlegt werden. Japanische
Frauen wiesen nach Immigration in die USA eine rapide Erhohung der Brustkrebsinzidenz
auf [Deapen D et al., 2002]. Je langer die Immigrantinnen in den USA lebten und ihre traditi-
onellen Lebensgewohnheiten aufgaben, desto hoher stieg auch die Inzidenz hormonabhéangi-
ger Malignome, u.a. des Mammakarzinoms [Shimizu H et al., 1991]. Weibliche Nachkommen
von Asiaten, die in westliche Lander immigrierten, wiesen bereits die gleiche Brustkrebsrate
auf wie die Frauen des Gastlandes [Ziegler RG et al., 1993; Probst-Hensch NM et al., 2000;
Shimizu H et al., 1991]. Daraufhin wurde die niedrigere Brustkrebsinzidenz in asiatischen
Landern in zahlreichen Studien mit der unterschiedlichen Erndhrungsweise assoziiert. Die
asiatische Erndhrung beinhaltet traditionsgemaR, anders als die der ,,westlichen* Lander, eine
Vielzahl von Sojaprodukten. Soja wiederum ist reich an Phytoestrogenen, v.a. an Isoflavonen,

denen man eine antikanzerogene Wirkung zuschreibt [Adlercreutz H, 1995]. Wéhrend die
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taglich aufgenommene Menge an Phytoestrogenen in Ost- und Sldostasien pro Person auf
durchschnittlich 20-50 mg/d beziffert wird, betragt sie in den USA nur 0,15-3 mg/d und in
Europa nur 0,49-1 mg/d [Adlercreutz H, 1998; Sirtori CR et al., 2005].

Obwohl man mittlerweile weil3, dass eine Vielzahl an komplexen Faktoren wie z.B. die Popu-
lationsstruktur (Alter, Rasse, Volkszugehdorigkeit), verschiedene Umweltfaktoren, die klassi-
schen Risikofaktoren (siehe 1.1.3.), Mdglichkeiten der Diagnostik sowie die Qualitat der me-
dizinischen Versorgung bei den weltweiten Unterschieden beztiglich Inzidenz, Mortalitat und
Uberleben des Mammakarzinoms eine Rolle spielen, konnten diese Ernahrungsfaktoren eine
wesentliche Erklarung fir die Diskrepanz des Brustkrebsrisikos zwischen den asiatischen und
den ,westlichen* Landern sein [Hortobagyi GN et al., 2005; Adlercreutz H, 2002]. Eine
phytoestrogenreiche Erndhrung bzw. Nahrungsergédnzung konnte schlieBlich in Zukunft die
Basis fir eine Chemoprophylaxe hormonabhangiger Malignome, u.a. von Brustkrebs sein.
Eventuell lassen sich aus den Phytoestrogenen sogar therapeutische Wirkstoffe gegen ver-

schiedene maligne Tumorerkrankungen ableiten.

1.1.3. Atiologie und Einteilung

Pradisponierende Faktoren fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms sind Nullipara (,,hoher
soziookonomischer Status®, ,,Nonnenkarzinom®), spate Erstparitdt (> 30. Lj), nicht stillende
Frauen, frihe Menarche (< 12. Lj) und spate Menopause (> 52. Lj), Adipositas in der Post-
menopause/Senium, Makromastie, Diabetes mellitus, Zigarettenrauchen, erhéhter Alkohol-
konsum sowie ein vorangegangenes Mammakarzinom der Gegenseite (5 bis 10-fach erhthtes
Risiko).

Ein groRer Risikofaktor ist die genetische Disposition, welche ungeféhr 5 % aller Patientinnen
mit einem Mammakarzinom betrifft. Am haufigsten sind Mutationen im autosomal-dominant
vererbten BRCA-1-Gen (Chromosom 17g21) oder BRCA-2-Gen (Chromosom 13q12-13),
seltener auch im TPs3-Gen, ATM-Gen oder PTEN-Gen. Bei diesen Genmutationen ergibt sich
ein hohes Entartungsrisiko mit einem Lebenszeitrisiko fur ein Mammakarzinom von bis zu
80-90 %. AulRerdem ist gleichzeitig u.a. das Risiko fir die Entwicklung eines Ovarialkarzi-
noms erhéht. Aber auch Verdnderungen anderer Gene, u.a. p53, c-myc, c-erbBl, c-erbB2
(Her2/neu), c-Ki-ras und bcl-2, erh6hen das Risiko einer Karzinomentstehung in der Brust.
Weitere Risikofaktoren bzw. Vorstufen sind u.a. die fibrozystische prakanzerése Mastopathie
(Stadium Prechtel 111: mind. 10 %iges Entartungsrisiko), das Carcinoma in situ (30 bis 50 %
Ubergang in ein invasives Karzinom), Strahlung sowie die Hormonsubstitution in den Wech-

seljahren (ber einen langeren Zeitraum (> 5 Jahre: relatives Risiko 1,35).
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Beim Mammakarzinom unterscheidet man das von den Milchgdngen ausgehende duktale
Karzinom (ca. 75 %), das vom Epithel der Drisentubuli ausgehende lobulére Karzinom (ca.
15 %) sowie Mischtumoren. Das duktale Karzinom kann in weitere morphologische Unter-
formen wie das tubuldre, papillare, medullare, adenoid-zystische, mukoide, Gallert-, Comedo-

oder das inflammatorische Karzinom eingeteilt werden.

1.1.4. Pathogenese und Molekularpathologie

Heute wird davon ausgegangen, dass sich ein Mammakarzinom als Folge eines mehrstufigen
Prozesses von genetischen Verdnderungen (,,multistep-Karzinogenese™) bildet. Diese Verén-
derungen beeinflussen das Wachstum, die Teilung und die Entwicklung von Zellen auf der
Ebene der Zellkommunikation in vielféltiger Weise. Auf der untersten Stufe steht der Kontakt
mit einem krebserregenden Stoff (Karzinogen) oder einer krebserregenden Einflussgrofie
(z.B. energiereiche Strahlung). Dieser Kontakt verursacht Schaden am menschlichen Erbgut,
die z.T. nicht repariert werden kdnnen. Nach einer unbestimmten Zeitspanne (Latenzzeit) -
wenige Jahre bis Jahrzehnte - kommt es in dem betroffenen Gewebe durch genetische Instabi-
litdt zum entarteten, unkontrollierten Wachstum der geschéadigten Zellen. Diese so entstande-
ne prakanzerdse atypische Hyperplasie (Carcinoma in situ) kann schlieBlich, getriggert durch
einen weiteren kaskadenartigen Ablauf von genetischen Stérungen, zu einer Tumorprogressi-
on fuhren und schliel8lich durch invasives Wachstum maligne werden. Daran sind u.a. eine
vermehrte Expression wachstumsférdernder Onkogene wie Her2/neu, int-2, c-ras und c-myc
beteiligt. Man geht davon aus, dass eine Amplifikation von c-erbB2 (Her2/neu) mit einer stei-
genden Malignitét einhergeht und die Beteiligung von c-myc fur die rapide Progression ver-
antwortlich ist [Garcia | et al., 1989]. Her2/neu wurde als Onkogen klassifiziert, welches flr
ein  Membranprotein kodiert, das molekulare Ahnlichkeit mit dem epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) hat. Damit ist es einerseits in die Differenzierung, anderer-
seits in die Proliferationsprozesse von Tumorzellen eingebunden [Coussens L et al., 1985].
Desweiteren kommt es zu einer verminderten Expression bzw. Funktionsbeeintrachtigung
wachstumshemmender Tumorsuppressorgene wie BRCA 1/2, p53, PTEN-gen, ATM-Gen,
NM23 und RB1 [Lee EY et al., 1988; Varley JM et al., 1989; Hennessy C et al., 1991;
Tommasi S et al., 2003]. Weitere Mechanismen der Tumorentstehung sind die Beeintrachti-
gung der Zellzykluskontrolle (Cyclin-D1) und die Verminderung der Integrin-vermittelten
Zelladhdsion (E-Cadherin) [Lung JC et al., 2002]. Aber auch die Expression matrixauflésen-
der Proteasen, die das umliegende Gewebe zerstéren und damit die Tumorinvasion erleich-

tern, sowie eine Erhéhung von Angiogenesefaktoren, die die GefaRproliferation und somit
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eine verbesserte Tumorerndhrung férdern, tragen zum Tumorwachstum bei [Riede UN et al.,
2004].

1.2. Pflanzenwirkstoffe

1.2.1. Sekundare Pflanzenwirkstoffe

Grundsatzlich werden primare und sekundére Pflanzenwirkstoffe unterschieden. Bei den pri-
maren Pflanzenwirkstoffen handelt es sich um Substanzen, die vom menschlichen Korper als
Nahrungsstoffe wie Kohlenhydrate, Fette und EiweiRe verwendet werden konnen. Die sekun-
daren Pflanzenwirkstoffe dagegen sind fiir den menschlichen Organismus weder essentiell
noch verwertbar. Sie werden u.a. auch als ,,Vitalstoffe®, ,,Phytamine®, ,,Phytochemicals* oder
,Phytoprotectants” bezeichnet und lassen sich in 14 Klassen einteilen: Sulfide, Phytate,
Flavonoide, Glucosinolate, Carotinoide, Cumarin, Monoterpene, Triterpene, Lignane, phenol-
ische Sduren, Indole, Isothiocyanate, Phtalide und Poline [Caragay AB, 1992]. Lange Zeit
war die Funktion dieser sekundaren Pflanzenstoffe ungeklért. Anfangs dachte man, dass diese
»Nebenprodukte* des pflanzlichen Organismus dazu dienen, unniitze oder toxische Stoff-
wechselprodukte des primaren Stoffwechsels zu eliminieren. Heute aber weil} man, dass diese
wichtige okologische Aufgaben, v.a. in der Interaktion mit der Umwelt, erfullen. So dienen
sie in der Pflanze z.B. als Wachstumsregulatoren, Farb- und Lockstoffe oder Abwehrstoffe
gegen Schadlinge und Krankheiten. Aber auch auf den menschlichen Organismus kénnen sie
verschiedene Wirkungen entfalten. Beispielsweise sollen Reserpine aus der australischen Bit-
terrinde den Bluthochdruck senken [Vakil RJ, 1949], Sulfide aus Knoblauch antithromboti-
sche und krebsprotektive Eigenschaften besitzen [Ariga T et al., 2006], Phytine aus Getreide
an der Regulation des Blutzuckes beteiligt sein [Panlasigui LN at al., 2006] sowie
Phytosterine/Saponine  aus  zahlreichen  Gemdusepflanzen  antiinflammatorisch  und

antinozizeptiv wirken sowie den Cholesterinspiegel senken [Moharram FA et al., 2007].

1.2.2. Phytopharmaka

Phytopharmaka sind Arzneimittel, deren wirksame Bestandteile ausschliel3lich pflanzlicher
Herkunft sind. Dabei kann ein Phytopharmakon aus einem oder mehreren pflanzlichen Wirk-
stoffen bestehen, wobei die pflanzlichen Wirkstoffe zumeist selbst Vielstoffgemische ver-
schiedener Pflanzeninhaltsstoffe sind.

Phytopharmaka werden in der Regel durch Extraktion aus frischen oder getrockneten Pflan-

zen hergestellt. Gangige Verfahren zur Gewinnung der Stoffe sind beispielsweise die Herstel-
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lung eines Extrakts durch Mazeration (Extraktion nur bis zum Extraktionsgleichgewicht) oder
durch Perkolation (erschopfende Extraktion). Phytopharmaka konnen rechtlich gesehen nicht
patentiert werden, da sie im Sinne des Patentrechts keine Erfindungen, wie z.B. die syntheti-
schen Wirkstoffe, sind. Liegen fiir die Anwendung rationale, wissenschaftlich Gberprifbare
Daten, beispielsweise aus klinischen Studien zugrunde, spricht man von sog. rationalen
Phytopharmaka. Die Verwendung traditioneller Phytopharmaka hingegen basiert auf ihrer
langjahrigen Anwendung. Alternative Phytopharmaka sind Arzneimittel der Alternativmedi-
zin, wie beispielsweise der Bach-Blitentherapie und der Hildegard-von-Bingen-Medizin. Zu
den transkulturellen Phytopharmaka z&hlen beispielsweise Praparate der ayurvedischen Medi-
zin und der traditionellen chinesischen Medizin. Hom@opathische und anthroposophische
Arzneimittel werden hingegen in der Regel nicht als Phytopharmaka angesehen.

Arzneimittelqualitat und -sicherheit werden bei den pflanzlichen Arzneimitteln ebenso hoch
angesetzt wie bei chemisch-synthetisierten Medikamenten. Durch diesen wissenschaftlichen
Ansatz unterscheiden sich die Phytopharmaka von zahlreichen anderen ,,alternativen Behand-

lungsmethoden.

1.2.3. Der Lein (Linum usitassimum)

Der Gemeine Lein (Linum usitatissimum), auch Saat-Lein oder Flachs genannt, gehort zur
Pflanzenfamilie der Linaceae (Leingewéchse) und ist eine der altesten Kulturpflanzen. Es gibt
mehrere Convarietdten sowie etliche Sorten, in der Praxis wird jedoch - je nach kommerziel-
ler Verwendung - zwischen Faserlein und Ollein unterschieden.

Die altesten Funde der Leinenverarbeitung sind Leinenstoffe aus Agypten aus dem Beginn
des 4. Jahrtausends v. Chr. Wahrend des Altertums wurde Lein v.a. fur die Herstellung von
Stoffen und Schiffsegel genutzt. Nach Europa kam der Lein ca. im 2. Jahrtausend v. Chr. und
war Uber Jahrtausende der gebrauchlichste pflanzliche Faserlieferant. Zwischen dem 12. und
13. Jahrhundert n. Chr. war Deutschland fiihrend im Flachsanbau. Herstellung und Handel
von Leinen waren im Mittelalter und in der friihen Neuzeit wichtige wirtschaftliche Saulen
flr zahlreiche europdische Stadte wie Venedig, Mailand oder Antwerpen. Aber auch deutsche
Stédte wie Ulm, Koln oder Augsburg und Dynastien wie die Welser & Fugger verdankten
ihren Reichtum zum Teil der Leinenverarbeitung. Ebenso war der Handel mit Leinen ein
wichtiger Handelszweig fur die Hanse. Durch das Aufkommen der billigeren und leichter zu
verarbeitenden Baumwolle gingen die Anbaufldichen in Europa gegen Mitte des
20. Jahrhunderts jedoch sehr stark zurtick. Heute ist der Flachsanbau im Wesentlichen auf

Frankreich, Belgien und die Niederlande sowie einige jingere EU-Mitgliedslander wie
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Tschechien, Lettland und Litauen beschrankt. Die grofiten Anbaulénder flr Faserlein auer-
halb der EU sind China, Russland, WeiBrussland und die Ukraine. Der Ollein wird hauptséch-
lich in Nordamerika, v.a. Kanada angebaut.

Der Gemeine Lein ist eine einjahrige Pflanze (Therophyt), die eine Wuchshéhe von 20 bis
100 cm erreicht. Sie besitzt eine kurze, spindelformige Pfahlwurzel mit feinen Seitenwurzeln.
Die Hauptwurzel wird etwa gleich lang wie der Spross. Die Stédngel stehen meist einzeln und
aufrecht, im Bereich des Blitenstandes sind sie verzweigt. Die stiellosen Laubbléatter stehen
wechselstandig. Der Fasergehalt des Sténgels betragt ca. 19 bis 25 %. Die Bliten sind grof3,
funfzahlig und tber 2 cm breit. Meist sind sie von hellblauer Farbe, selten weiR, violett oder
rosa. Blutenbiologisch ist die Leinpflanze homogam, d.h. die Selbstbestdubung (Autogamie)
ist vorherrschend, wéhrend die Fremdbefruchtung durch Insekten (Auskreuzungsrate) nur ca.
5 % betrégt. Die Frucht der Leinpflanze besteht aus einer funffachrigen Kapsel, welche die
Samen enthalt. Die abgeflacht eiférmigen Samen sind ca. 5 mm lang und bis zu 3 mm breit.
Ihr Olgehalt liegt zwischen 30 % und 44 % und ist abhangig von der Sorte, den Umweltbe-
dingungen und dem Reifegrad. Die Ernte des Olleins erfolgt nach 110 bis 120 Tagen Vegeta-

tionszeit. Die Ernte des Faserleins erfolgt zur Gelbreife, d.h. 7 bis 10 Tage vor Vollreife
(Abb. 4)

Abb. 4: von links nach rechts: Leinfeld zur Blutezeit (Belgien), Blute, Samenkapseln

Haupterzeugnisse des Leins sind die Fasern und Samen. Bei der Verarbeitung der Fasern wird
zwischen den hochwertigeren Langfasern und den als Nebenprodukt entstehenden Kurzfasern
unterschieden. Leinenfasern, flr die die Langfaser genutzt wird, haben einen Marktanteil bei
Textilien von weniger als 1%. Rund 40 % des Leinens werden zu Bekleidung, 25 % zu
Haushaltswésche, 20 % zu Heimtextilien und 15 % fir technische Zwecke verarbeitet. Kurz-

fasern kdnnen zu Papier verarbeitet werden oder finden in Polstermobelfiillungen, Verbund-
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werkstoffen und Dammstoffen Verwendung. Bei den Samen werden sowohl die des Olleins
als auch die des Faserleins verwertet. Sie gelangen nur zu einem geringen Teil direkt in
Backwaren, Reformkost oder Arzneimittel. Der tberwiegende Teil wird zur Olgewinnung
eingesetzt. Dabei kann es zum einen als Speisedl, aber auch in der Industrie zu Herstellung
von Farben, Lacken, Firnissen, Wachstiichern und Schmierseife sowie fir die Herstellung von
Kosmetika und Pflegemitteln verwendet werden. AuRerdem ist Leindl der wichtigste Grund-
stoff fur die Herstellung des Bodenbelags Linoleum.

Aber auch aus medizinischer Sicht war und ist der Lein von Bedeutung. Vor allem seinem Ol
wird eine positive medizinische Wirkung zugeschrieben. Es gehort zu den gestindesten Spei-
seblen Uberhaupt, da es grofie Mengen an Omega-3-Fettsduren enth&lt. Hauptinhaltsstoffe des
Leindls sind Triglyceride sowie Linolen-, Linol-, Ol-, Palmitin- und Stearinsaure. Desweite-
ren ist der Anteil an den fiir den Menschen essentiellen Aminoséuren hoch. Leindl ist auBer-
dem reich an Vitamin E und Lecithin [Franke W, 1997]. Bereits Hippokrates (460-375
v. Chr.) nannte den Lein als Mittel gegen Katarrhe, Leibweh und Durchfall, Paracelsus (1493-
1541 n. Chr.) erwéhnte ihn zur Reizlinderung bei Husten. Als Bestandteil von Heil- und Zug-
salben hat Leindl eine schmerzlindernde und entziindungshemmende Wirkung. Heutzutage
werden Leinsamen aufgrund ihres hohen Ballaststoffanteils vorwiegend als mildes Abflhr-
mittel eingesetzt. Aber auch bei Magen- oder Darmschleimhautentziindungen und Entziin-
dungen im Mund kann der Lein angewendet werden. AuRerlich wird das als Hausmittel be-
kannte Leinsamenséckchen bei Zahnschmerzen, Ischias, Rheuma, Gallenkoliken, Blasen- und
Nierenleiden sowie Gesichtsneuralgien heil3 aufgelegt. 2005 war der Lein in Deutschland die
Heilpflanze des Jahres.

Seit einigen Jahren werden auch zunehmend antikanzerogene Eigenschaften des Leins beziig-
lich verschiedener maligner Tumorerkrankungen, u.a. des Mammakarzinoms diskutiert. Dabei
haben sich die Untersuchungen der letzten Jahre hauptsachlich auf die Samen der Leinpflanze
beschrankt. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass eine didtische Zufiihrung von Leinsamen
das Wachstum von heterotransplantierten - sowohl hormonabhangigen als auch hormonunab-
hangigen - Mammakarzinomen in vivo (Mause) hemmt [Chen J et al., 2004, 2007; 2009;
Saggar JK et al., 2010; Wang L et al., 2005]. Desweiteren fiihrte eine Diat mit Leinsamen-
produkten zu einer verminderten Metastasierung [Chen J et al., 2002, 2006; Dabrosin C et
al., 2002] und Tumorangiogenese [Bergman Jungestrom M et al., 2007; Dabrosin C et al.,
2002]. Ebenfalls diskutiert wird eine verminderte Inzidenz von durch chemische Karzinogene
induzierten Mammakarzinomen [Chen J et al. 2003; Rickard SE, 1999; Serraino M, 1991,

1992]. Bezuiglich der tumorpréventiven Wirkung des Leins besteht jedoch noch Kl&rungsbe-
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darf. Als gesichert gilt aber, dass die Einnahme von Leinsamenprodukten die Differenzierung
der Drusenstruktur der Mamma, v.a. wahrend der Phase der Brustentwicklung, stimuliert
[Ward WE et al. 2000; Tan KP, 2004; Tou JC et al., 1999].

1.3. Steroidale Hormone

1.3.1. Definition

Steroidhormone, kurz auch Steroide genannt, bilden anteilsmaRig ca. 15 % aller im menschli-
chen Korper vorkommenden Hormone. Sie werden, je nach Struktur und dem entsprechenden
Rezeptor an welchem sie binden, in finf Gruppen eingeteilt: Glucocorticoide,
Mineralcorticoide, Androgene, Estrogene und Gestagene [Kreutzig T, 2000]. Abhéngig von
dem System im menschlichen Organismus, in welches sie regulierend eingreifen, haben sie
Einfluss auf Energiegleichgewicht, Zellstoffwechsel, Verhalten, Immunantwort, Elektrolyt-
und Wasserhaushalt sowie Reproduktion. Grundbaustein aller Steroidhormone ist das Choles-
terin, aus dem (ber verschiedene Zwischenstufen die Steroidhormone synthetisiert werden.

Die Steuerung dieser Schritte unterliegt dem Hypothalamus-Hypophysen-System.

1.3.2. Estrogene

Estrogene sind aromatisierte Cqg-Steroide, die im Menschen hauptsachlich in der Form von
17B-Estradiol vorkommen. Andere natlrliche Estrogene sind Estron und Estriol. Die Biosyn-
these der Estrogene lauft tber die der Androgene. So wird aus Testosteron durch das CYP-
Enzym Aromatase 17p-Estradiol gebildet. Aber auch aus Androstendion kann tber Ostron mit
Hilfe der 17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase 17p-Estradiol synthetisiert werden. Estrogene
werden hauptsachlich in den Granulosazellen der Ovarien, den Thekazellen des Graaf-
Follikels sowie im Corpus luteum gebildet, zu geringen Mengen auch von den Nebennieren-
rinden. Wahrend der Graviditat entstehen sie zudem in der Plazenta. Auch Méanner produzie-
ren in den Testes kleine Mengen an Estrogenen. Zudem wird ein gewisser Teil des zirkulie-
renden Testosterons im Fettgewebe, ebenfalls katalysiert durch die Aromatase, in 17p3-
Estradiol umgewandelt.

Estrogene sind die wichtigsten weiblichen Sexualhormone, wirken aber auch auf den méannli-
chen Reproduktionstrakt. VVor der Geschlechtsreife sind die Estrogene verantwortlich fir die
Entwicklung der weiblichen Geschlechtsorgane und sekundaren Geschlechtsmerkmale. Da-
nach steuern sie den Menstruationszyklus und ggf. die Aufrechterhaltung einer Schwanger-

schaft. Desweiteren haben sie aber auch eine Reihe anderer Wirkungen, wie z.B. eine Hem-
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mung des Knochenabbaus, eine stimulierende Wirkung auf das Immunsystem, eine Sensibili-
sierung fur das Horen, einen Einfluss auf das Speichern von Gedé&chtnisinhalten von Geréu-
schen und Sprache sowie Auswirkungen auf die Psyche. Nach der Menopause fallt die
Estrogensynthese im weiblichen Korper stark ab, wodurch klimakterische Beschwerden wie
Hitzewallungen (,,hot flushes®), Schlafstorungen, Vulvo-Vaginalatrophie und Stimmungs-

schwankungen auftreten kénnen.

1.3.3. Der Estrogenrezeptor - molekulare Wirkmechanismen

Der Estrogenrezeptor (ER) gehdrt zu den nukledren Steroidrezeptoren, die Wachstum, Diffe-
renzierung und Homoostase in eukaryotischen Zellen regulieren. Bisher wurden zwei Subty-
pen des ER, a (ERa) und B (ERp), identifiziert. Sie werden von zwei unterschiedlichen Genen
exprimiert und haben - wie alle nukledren Steroidrezeptoren - einen gemeinsamen strukturel-
len Aufbau und sind ligandenabhangig. Beide ER-Typen bestehen aus funf funktionellen
Doménen (A-F): der N-terminalen A/B-Doméne, der zentralen DNA-Bindungsdoméne DBD
(C-Domane), der Hinge-Doméne (D-Domane), der Ligandenbindungsdomane LBD (E-
Doméne) und der C-terminalen F-Doméne (Abb. 5). Wahrend der ERa aus 595 Aminoséauren
besteht, enthalt der ERP dagegen nur 530. Jedoch weisen beide Rezeptoren einen hohen Grad
an Homologie bezuglich der Aminoséuresequenz auf. In der DNA-bindenden Domane sind
sich beide Rezeptortypen zu ca. 97 % ahnlich. Dagegen betréagt die Homologie der Liganden-
bindenden Doméne zwischen beiden Rezeptortypen nur ca. 59 %, wodurch verschiedene Li-
ganden selektiv unterschiedlich hohe Affinitdten zu dem jeweiligen Rezeptortyp aufweisen
kdnnen. In der N-terminalen A/B-Domane betragt die Homologie nur etwa 17,5 %. Die A/B-
Doméne ist fir Protein-Protein-Interaktionen des Rezeptors und die Aktivierung von Zielge-
nen der DNA durch die beherbergte AF-1 Doméne verantwortlich. Die durch 17p-Estradiol
vermittelte Genaktivierung kann auch (ber die Transaktivierungsdoméne AF-2 im C-

terminalen Ende stimuliert werden.
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Abb. 5: Schematischer Aufbau des Estrogenrezeptors
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Je nach Organsystem sind die beiden ER-Typen unterschiedlich im Kdorper verteilt. So findet
man den ERa Uberwiegend im Uterus und Brustgewebe, aber auch in der Leber. Er bindet
17B-Estradiol mit hoherer Affinitét als der ERp. Dieser ist dagegen vor allem im Knochenge-
webe, Herz-Kreislaufsystem, in den Eierstécken, Hoden und Prostata sowie im Gehirn und
Gastrointestinaltrakt lokalisiert [Kuiper GG et al., 1998]. Neben den ER sind aber auch
Progesteronrezeptoren (PR) auf normalem Brustdrisenepithel vorhanden.

Im Blut wird das 17p-Estradiol meist an das ,,sex-hormone-binding-globulin“ (SHBG) bzw.
an Serumalbumin gebunden transportiert und ist dadurch inaktiv. Nur freies 17p-Estradiol
kann Uber Diffusion durch die Zell- und Kernmembran das nukledre Zellplasma erreichen.
Dort liegt der ER, in Abwesenheit von Liganden, zusammen mit Hitzeschockproteinen (u.a.
Hsp90), sog. Chaperonen, in einem Komplex vor. Erreicht das 17p-Estradiol das Kernplasma,
bindet es an den ER, wodurch dieser eine Konformationsédnderung verbunden mit der Freiset-
zung der Hsp durchlauft. Zwei ligandengebundene Rezeptormolekiile bilden ein Dimer aus,
welches daraufhin Uber ein estrogen-response-element (ERE) in der Promotorregion
Estrogen-sensitiver Gene an die DNA bindet. Mit Hilfe verschiedener Co-
Transkriptionsfaktoren bildet sich schlieflich ein Komplex, der zu einer transkriptionellen
Aktivierung des Zielgens durch die RNA-Polymerase Il fuhrt (Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der ER-vermittelten Signaltransduktion
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Neben diesem ,.klassischen* Signalweg wurden in letzter Zeit jedoch auch andere, schnellere
nicht-genomische Estrogen-Wirkungen beobachtet [Levin ER, 2002; Manavathi B et al.,
2006]. Es konnte gezeigt werden, dass es membranstdndige ER (mER) gibt, welche sowohl an
zytosolische als auch membransténdige Signalproteine gekoppelt sein kénnen und deren Ak-
tivierung eine Reihe von unterschiedlichen Wirkungen zur Folge haben. So kdnnen intrazellu-
lare Signalkaskaden, wie beispielsweise der MAP-Kinase-Weg aktiviert werden, was wachs-
tumsregulierende Wirkungen zur Folge hat [Nadal A et al., 2001]. Weitere durch 17p-
Estradiol verursachte Effekte sind u.a. eine Steigerung des zelluldren Ca*-Influxes und die
Bildung von cAMP und IP3als Second-Messenger [Levin ER, 2002].

1.3.4. Selektive Estrogen Rezeptor Modulatoren (SERMs)

SERMs sind synthetische, nicht-steroidale Arzneistoffe, die an die ER binden und Uber diese
sowohl Estrogen-agonistische als auch -antagonistische Effekte austiben kénnen. Ihre Beson-
derheit ist die gewebsspezifische Wirkung, die sich durch Unterschiede in der Verteilung und
Wirkung der beiden ER-Subtypen, der intrazellularen Umgebung im jeweiligen Gewebe so-
wie der Struktur des SERM-ER-Komplexes und dessen spezifischen DNA-Bindungsstellen
erklaren lasst. Desweiteren sind noch eine Reihe an mehr oder weniger spezifischen Co-
Regulatoren malgeblich an der Rezeptormodulation und Aktivierung der entsprechenden
Transkription beteiligt [Smith CL et al., 2004].

Der bekannteste Vertreter ist das Tamoxifen, welches schon seit mehr als 30 Jahren zur The-
rapie des ER-positiven Mammakarzinoms verwendet wird (Abb. 7). Als nicht-steroidales
Anti-Estrogen bindet es an den ER und antagonisiert somit die Wirkung des endogenen
Estrogens. Als Folge kommt es zu einer verminderten Signaltransduktion und damit zur Un-
terbindung der Transkription, was wiederum ein Sistieren des Estrogen-abhangigen Tumor-
wachstums zur Folge hat. Auf molekularer Ebene bewirkt Tamoxifen eine Inaktivierung der
AF-2 Domane des ER. Die AF-1 Domane bleibt aktiv und rekrutiert Co-Aktivatoren. Damit
bewirkt Tamoxifen keine vollstandige Unterbrechung der Transkription, sondern verlangsamt
diese. Ausserdem besitzt Tamoxifen keine rein antagonistischen Wirkungen, sondern viel-
mehr partiell antagonistische, d.h. es kann gewebsspezifisch auch ER-agonistische Wirkungen
verursachen. Dies fiihrt u.a. zu einem positiven Einfluss auf die Knochendichte und zu einer
Verminderung der zirkulierenden Cholesterol-Konzentration. Leider geht eine ldngere An-
wendungsdauer mit Resistenzen sowie einem erhohten Risiko flr thromboembolische Kom-

plikationen und der Entstehung von Endometriumkarzinomen einher [Swaby RF et al., 2007].
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Abb. 7: Strukturformeln von Tamoxifen und Fulvestrant (Faslodex®)

Ein neuerer ER-Antagonist ist Fulvestrant (Faslodex®), ein steroidales Antiestrogen ohne
estrogene Wirkung (Abb. 7). Ahnlich wie Tamoxifen, ist es in der Lage, an den ER zu binden
und somit mit dem endogenen Estrogen um die Rezeptorbindestelle zu konkurrieren. Im Un-
terschied zu Tamoxifen, ist die Affinitdt zum ER jedoch 1000-fach hoher. Zusétzlich wird
aulBerdem auch die AF-1 Doméne inaktiviert, wodurch es zu einer vollstdndigen Unterbre-
chung der Transkription kommt. Desweiteren arretiert Fulvestrant den ER und initiiert dessen
Abbau im Zytosol, wodurch es zu einer Downregulation der ER kommt. Dadurch werden
sekundére Signaltransduktionsmechnismen unterbunden und aufgrund des ER-Mangels kann
der Signalweg iiber die Membranen nicht mehr stattfinden. Faslodex® ist seit 2002 auf dem
amerikanischen Markt zur Therapie des metastasierten Mammakarzinoms bei postmenopau-
salen Patientinnen nach Versagen einer Tamoxifen-Therapie zugelassen. In Deutschland wird
dieses Therapeutikum seit 2004 eingesetzt.

Die neueren SERMs werden auch zur Behandlung und Pravention von Osteoporose bei post-
menopausalen Frauen (z.B. Raloxifen) sowie zur Behandlung fehlender Ovulationen (z.B.
Clomifen) eingesetzt. Sie sind dagegen keine Alternative zur herkémmlichen HRT da sie kli-
makterische Beschwerden nicht lindern, sondern sogar noch verschlimmern kdnnen. Weitere
positive Eigenschaften sind glinstige Wirkungen auf das kardiovaskuldare System sowie ein
antagonistischer Effekt auf das Endometrium, weswegen sie auch zur Behandlung der

Endometriose eingesetzt werden (z.B. Raloxifen).

1.4. Phytoestrogene

1.4.1. Historischer Hintergrund

Die erste Pflanze, deren phytoestrogene Wirkung uUberliefert ist, ist das Sylphion (Ferula
historica). Es diente schon ungefédhr im Jahre 100 v. Chr. als nattrliches Verhitungsmittel
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und war damals ein wertvolles Gut. Ende des 1. Jahrhunderts n. Chr. starb es jedoch haupt-
séchlich aufgrund seiner Ubererntung aus. Die Wiederentdeckung der Phytoestrogene ereig-
nete sich schlieflich in den 1950er Jahren, als Schafziichter in Westaustralien unerklérliche
Unfruchtbarkeit bei ihren Schafherden feststellten [Bennetts HW et al., 1946]. Als Ursache
daftir fanden Forscher einige Jahre spater zwei Substanzen im Roten Klee, Genistein und
Formononetin. Diese Stoffe verursachten bei den Schafen eine Scheinschwangerschaft, wes-

halb im darauffolgenden Jahr weniger Schafe Nachwuchs bekamen.

1.4.2. Uberblick

Phytoestrogene gehdren zu den sekundéren Pflanzenwirkstoffen (siehe 1.2.1.) und lassen sich
grob in drei Strukturklassen unterteilen: Isoflavone, Lignane und Coumestane. Diese sind in
zahlreichen verschiedenen Pflanzen zu finden, oft jedoch nur in relativ geringen Mengen.
Viele von diesen Pflanzen sind fiir den Menschen ungeniel3bar. Sie dienen in der Pflanze u.a.
als Blutenfarbstoffe, Signalstoffe, Lichtschutzsubstanzen, Gerb- und Bitterstoffe, Mikrobizide
sowie Antioxidantien [Bitsch R, 1999]. Die Variabilitat der Phytoestrogen-Konzentrationen in
Pflanzen ist abhéngig von der Pflanzenspezies, der Art, der geographischen Lage und dem
Klima [Wang HJ et al., 1994]. Biochemisch gesehen lassen sich die Phytoestrogene den
Polyphenolen zuordnen. In ihrer Wirkung und Struktur sind sie dem humanen Sexualhormon
17B-Estradiol ahnlich, was zu ihrer Namensgebung geflihrt hat [Setchell KD et al., 1999]
(Abb. 8).

[ Estrogen

Estradiol

Abb. 8: Strukturelle Ahnlichkeit von Estrogenen und Phytoestrogenen (hier: das Isoflavon Equol)
[Setchell KD et al., 1999]

Coumestane sind in der Erndhrung des Menschen von untergeordneter Bedeutung, da sie sehr
selten und meist nur in minimalen Konzentrationen vorkommen. Deswegen hat sich das Inte-
resse der Forschung bezuglich des antikanzerogenen Potentials v.a. auf die Isoflavone und
Lignane fokussiert [Sirtori CR, 2005 et al.; Adlercreutz H, 1995].
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1.4.3. Isoflavone und Lignane

Isoflavone

Die Isoflavone (Isoflavonoide) sind meist gelblich gefarbte Pflanzenfarbstoffe und gehdren zu
der Klasse der Flavonoide. Sie kommen Uberwiegend in Hulsenfriichtlern (Fabaceae oder
Leguminosae) vor. Die bekanntesten und hdufigsten Vertreter sind Genistein und Daidzein,
welche v.a. in der Sojapflanze vorkommen. Weitere sind z.B. Glycitein aus Soja, Biochanin A
und Formononetin v.a. aus Rotklee, Pratensein aus Rot- oder Wiesenklee, Prunetin aus der

Rinde von Pflaumenbdumen sowie Quercetin u.a. aus Kapern, Apfeln und Zwiebeln (Tab. 1).

Lebensmittel Genistein Daidzein Glycitein Biochanin A Formononetin

Sojabohnen 30-92 20-52 10-14 0,01 0,07
Sojamilch 3-17 1-13 0-2 n. n. n.n.
Tofu 8-20 7-1 0-5 n. n. n.n.
Sojasprossen 2,0 D n. b. n.n. 0-0,2
Kleesprossen 0,1-0,4 0-0,1 n. b. 0,4-0,8 2,340
Bohnen? 0-0,7 0-0,02 n.n. 0-1,4 0-0,2
Erbsen? 0-0,6 0-7,3 n. n. n. n. n. n.
Obst, Gemiise 0-0,2 0-0,2 n.n. n. n. n.n.

“Verschiedene Sorten; n. n. = unter der Nachweisgrenze; n.b. = nicht bestimmt

Tab. 1: Auswahl der wichtigsten Isoflavone und deren Gehalt in ausgewéhlten Lebensmitteln in
mg/100 g Frischgewicht [Kulling SE et al., 2003]

Ausgang der Biosynthese der Flavonoide ist die Bildung eines Flavanons, welches aus drei
Molekiilen aktivierter Malonséure und einer hydroxylierten Zimtséure entsteht. Aus diesem
CsC3Ces-Grundkorper werden die Flavonoide und schlieflich die Isoflavone (Isoflavonoide)
biosynthetisiert. Dabei handelt es sich um Phenylpropane, die sich strukturell hauptséchlich
durch verschiedene Kombinationen von Hydroxyl- und Methylgruppen, v.a. am Ring A, un-
terscheiden (Abb. 9).

Ry Rz R3
Daidzaein -H -OH -H
Genistein -OH -OH -H
Formononetin -H -0CH;  -H
Biochanin A -OH  -0CH; -H
Glycitein -H -0OH -0OCH;

Abb. 9: Isoflavon-Aglykone der wichtigsten Isoflavone [Kulling SE et al., 2003]
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Lignane
Die Lignane sind weit verbreitete, meist farblose, kristalline und geruchlose Verbindungen,

die eine groRe strukturelle Vielfalt besitzen. Man findet sie in allen Getreidesorten und v. a. in
6lhaltigen Frichten bzw. Samen von Lein, Sonnenblume, Sesam, Erdnuss und Olive. Aber
auch in Kirschen, Apfeln, Birnen, Pfirsichen, Pflaumen, Beerenfriichten sowie Kiirbis, Karot-
ten, Broccoli, Fenchel, Zwiebeln und Knoblauch wurden Lignane in geringen Mengen nach-
gewiesen. Die bekanntesten Vertreter sind Secoisolariciresinol und Matairesinol, deren
Hauptlieferant die Samen der Leinpflanze sind [Liggins J et al., 2000] (Tab. 2). Weitere

Lignane sind Pinoresinol, Lariciresinol und Syringaresinol.

Lebensmittel Secoisolariciresinol Matairesinol
Leinsamen 370000 1100
Kurbiskerne 21400 n. b.

Roggen 47-720 65

Weizen 8-280 n.n.

Reis 16-60 n. n.

Nisse® 96-257 0-6

Bohnen? 64-3050 n. n. bis Spuren
Spargel 6510 n. b.

Zwiebeln 83 8

Broccoli 414 23

Karotten 192 3

Kartoffeln 10 6

WeiBwein, pg/L 135-174 17-22

Rotwein, pg/L 686-1280 74-98

*verschiedene Sorten; n. n. = unter der Nachweisgrenze; n. b. = nicht bestimmt

Tab. 2: Auswahl der wichtigsten Lignane in ausgewéhlten Lebensmitteln in pug/100 g Trockengewicht
[Kulling SE et al., 2003]

Lignane sind wie die Isoflavone ebenfalls Phenylpropane und entstehen durch Verknipfung
zweier Phenylpropan-Einheiten tiber das jeweilige Cg-Atom der Arylseitenkette. Lignane sind
Zwischenschritte in der Biosynthese der Lignine. Unterschiedliche Strukturvarianten ergeben
sich durch zusétzliche Briicken uUber Sauerstoffatome oder Kohlenstoff-Kohlenstoff-

Bindungen sowie durch Anordnung und Verknlpfung der Seitenketten (Abb. 10).
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Abb. 10: Phenylpropan als Strukturelement (links); (+)-Secoisolariciresinol (rechts)

1.4.4. Metabolismus

In der Pflanze liegen die Isoflavone groBtenteils als Glykoside vor, d.h. es sind Zuckermole-
kile, meist D-Glucose oder D-Rhamnose, angelagert. Demgegenuber tberwiegen in fermen-
tierten Pflanzenprodukten, wie z.B. Tempeh oder Miso, die aglykosidischen Formen [Co-
ward L et al., 1998]. Aufgenommene Aglykone kénnen aufgrund ihrer Lipophilie und des
geringen Molekulargewichtes rasch durch passive Diffusion im Dunn- und Dickdarm resor-
biert werden [Piskula MK et al., 1999; Setchell KD et al., 2002]. Zugefiihrte Glykoside dage-
gen werden groRtenteils durch enzymatische Hydrolyse, d.h. Abspaltung der Zuckerreste, in
ihre jeweiligen aglykosidischen Formen umgewandelt und erst dann, wie oben beschrieben,
resorbiert [Piskula MK et al., 1999; Day AJ et al., 1998]. Diese Hydrolyse geschieht sowohl
durch korpereigene (auf und in den Dinndarmzellen lokalisierte) als auch durch korperfremde
Glykosidasen der bakteriellen Darmflora [Wilkinson AP et al., 2003; Hur HG et al., 2000 und
2002]. Die Hauptisoflavone sind Genistein bzw. Daidzein, welche nicht nur direkt mit der
Nahrung aufgenommen, sondern auch aus anderen Isoflavonen wie Biochanin A bzw.
Formononentin gebildet werden [Setchell KD et al., 1988]. Isoflavone, die nicht wie oben
beschrieben resorbiert werden, gelangen in den Dickdarm, wo sie einem reduktiven Metabo-
lismus durch intestinale Bakterien unterliegen. Dabei wird Daidzein zundchst zu
Dihydrodaidzein und anschlielend entweder zu O-Demethylangolensin oder Equol (EQU)
umgewandelt [Muthyala RS et al., 2004]. Die Bildung von EQU ist stark von der Zusammen-
setzung der bakteriellen Darmflora abhangig, sodass nur ca. 30 % der Bevolkerung der west-
lichen Lander fahig ist, EQU zu produzieren [Setchell KD et al., 2002; Rowland IR et al.,
2000]. Analog zu Daidzein wird Genistein im ersten Schritt zu Dihydrogenistein, anschlie-
Rend weiter zu 6'-Hydroxy-O-Demethylangolensin und schlieBlich zu p-Ethylphenol abgebaut
[Chang YC et al., 1995; Heinonen S et al., 1999].

Die Lignane sind meist in Form von Diglykosiden, ahnlich wie die Isoflavone meist verknlpft

mit D-Glucose oder D-Rhamnose, in den Pflanzen enthalten. Der bekannteste Vertreter ist das
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Secoisolariciresinoldiglycosid (SDG). Nach oraler Aufnahme findet auch hier eine enzymati-
sche Hydrolyse durch Glykosidasen statt [Bowey E et al., 2003]. Die entstandenen Aglykone
werden jedoch kaum resorbiert, sondern gelangen groRtenteils in den Dickdarm, wo durch
den Einfluss intestinaler Bakterien eine nahezu vollstdndige Dehydroxylierung und
Demethylierung der pflanzlichen Vorstufen, v.a. Secoisolariciresinol und Matairesinol, zu den
sog. Saugerlignanen Enterodiol (END) und Enterolacton (ENL) erfolgt [Setchell KD et al.,
1988; Niemeyer HB et al., 2003] (Abb. 11). Zusétzlich kann auch END zu ENL umgewandelt
werden [Kurzer MS et al., 1997]. In diversen Studien wurden nach Ingestion von SDG nur
vernachldssigbar geringe Konzentrationen der pflanzlichen Ausgangsverbindungen im Blut
und Urin nachgewiesen, stattdessen fanden sich hauptsachlich die Sdugerlignane und deren
Konjugate im Plasma, weshalb davon auszugehen ist, dass Lignane hauptséchlich in dieser
Form im Dickdarm resorbiert werden [Kuijsten A et al., 2005; Niemeyer HB et al., 2003]. Das
Verhéltnis der beiden S&ugerlignane ist interindividuellen Schwankungen unterworfen, sodass
der Gehalt an ENL im Plasma und Urin meist hoher ist als der von END [Nesbitt PD et al.,
1999; Kuijsten A et al., 2005].
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Abb. 11: Umwandlung von Lignanen in ,,Sdugerlignane*

Nach ihrer Resorption gelangen die Isoflavone und Lignane sowie ihre Metabolite schlieRlich
via Pfortader in die Leber. Dort, aber auch schon zu einem Teil in den Enterozyten der
Darmwand, unterliegen sie Konjugationsreaktionen, in denen sie (berwiegend zu
Glucuroniden bzw. Sulfaten umgesetzt werden [Adlercreutz H et al., 1993 und 1995;
Sfakianos J et al., 1997; Jansen GH et al., 2005]. Diese Konjugate treten schlieBlich in die
systemische Zirkulation ein und sind somit in zahlreichen Korperflissigkeiten, wie z.B. Plas-

ma, Urin, Fézes, Speichel, Muttermilch, Brustdriisen- und Prostatasekret nachweisbar [Lampe
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JW et al., 2003; Hoikkala AA et al., 2003]. Daneben sind Isoflavone und Lignane aber auch
Substrate fur CYP-abhdngige Oxygenasen v.a. der Leber, wodurch sie zu verschiedenen
hydroxylierten Verbindungen oxidiert werden [Kulling SE et al., 2001; Niemeyer HB et al.,
2000].

In zahlreichen Humanstudien wurde die Bioverfiigbarkeit und Pharmakokinetik von
Isoflavonen und Lignanen nach einmaliger oraler Aufnahme diverser Préparate untersucht.
Dabei wurden die Isoflavone schnell resorbiert und zeigten einen Anstieg der Plasmakonzent-
rationen bereits nach 15 min mit maximalen Konzentrationen nach 4-9 h [Rowland I et al.,
1999; Setchell KD et al., 2001; Watanabe S et al., 1998]. Der Anstieg verlief dosisabhangig
und nicht-linear, wobei Daidzein insgesamt niedrigere Plasmaspiegel zeigte als Genistein.
Nach Erreichen einer Maximalkonzentration fielen die Plasmaspiegel nach einer Kinetik 1.
Ordnung ab und waren spatestens 48 h nach Isoflavon-Aufnahme wieder auf den Ausgangs-
wert abgesunken. Die Halbwertszeiten von Genistein lagen zwischen 6-11 h, die von
Daidzein zwischen 5-9 h [Setchell KD et al., 2001 und 2003; King RA et al., 1998]. Dabei
bildeten die Isoflavon-Glykoside, abhéngig von der jeweiligen Studie, mit einem Anteil von
ungefahr 30-60 % den Hauptbestandteil im Plasma, wahrend die Isoflavon-Aglykone nur zwi-
schen 10-20 % ausmachten [Shelnutt SR et al., 2002; Adlercreutz H et al., 1995; Zhang Y et
al., 2003]. Aber auch in verschiedenen Geweben wurden Isoflavone detektiert, wobei zu be-
achten ist, dass die im Plasma gemessenen Konzentrationen nicht zwangslaufig auf die im
Gewebe Ubertragbar sind. Anders namlich als im Plasma erschienen in peripherem Brustge-
webe von Ratten hauptsachlich Aglykone, wobei deren Konzentration im Vergleich zum ent-
sprechenden Plasma sogar héher war. Es wird angenommen, dass die Aglykone aufgrund
ihrer Lipophilie im Gewebe akkumulieren [Chang HC et al., 2000].

Im Gegensatz zu den Isoflavonen erschienen die Saugerlignane nach einmaliger Einnahme
pflanzlicher Lignane erst 8-10 h spater im Plasma, was vermutlich auf deren oben beschriebe-
ne Umwandlung zuriickzufuhren ist [Lampe JW et al, 2006; Kuijsten A et al., 2005]. Nach ca.
15-24 h waren die maximalen Plasmaspiegel von END bzw. ENL erreicht, ihre Halbwertszei-
ten lagen bei ca. 4 bzw. 13 h, nach ca. 21 bzw. 36 h waren sie wieder aus dem Plasma ver-
schwunden [Kuijsten A et al., 2005]. Die relativ hohen Halbwertszeiten sowie die lange Pra-
senz im Korper fuhren dazu, dass die S&ugerlignane im Plasma akkumulieren und so steady-
state Konzentrationen erreichen konnen, wenn sie 2-3 mal am Tag konsumiert werden
[Kuijsten A et al., 2005; Penalvo JL et al., 2004]. Die S&ugerlignane finden sich im Plasma
groRtenteils als ENL-sulfat, ENL-glukuronid und END-glucuronid wieder und liegen somit

ahnlich wie die Isoflavone hauptsachlich als Glucuronide vor.



1. Einleitung | 32

Der grote Anteil der Isoflavone und Lignane sowie ihrer Metabolite wird auf renalem Weg
ausgeschieden. Ein Teil der Ausscheidung kann auch biliar erfolgen. Gelangen die Konjugate
mit der Galle in den Darm, kénnen sie durch Enzyme der Darmflora erneut gespalten und
resorbiert werden. Damit unterliegen Phytoestrogene, ahnlich den korpereigenen Steroidhor-
monen, einem enterohepatischen Kreislauf, was letztendlich zu einer verlangerten Exposition
mit diesen Phytochemicals fuhrt [Setchell KD et al., 1999; Murkies AL et al., 1998]. Die Aus-
scheidung mit den Fazes liegt meist unter 5 % [Watanabe S et al., 1998].

Grundsatzlich unterliegt der Metabolismus der Phytoestrogene groRen interindividuellen Un-
terschieden, was v.a. auf die Zusammensetzung der bakteriellen Darmflora, aber auch auf
Erndhrung, Geschlecht und Alter zuriickzufuhren ist [Lampe JW, 2003]. Es ist deswegen sehr

schwierig, allgemeingltige Aussagen Uber sie zu treffen.

1.4.5. Biologische Wirkungen

Fur die Phytoestrogene wird seit Jahren eine Vielzahl an unterschiedlichen Wirkungen auf
zellulérer Ebene beschrieben. Wie auch die SERMs (siehe 1.3.4.) kdnnen sie an den ER bin-
den, wobei sie meist eine héhere Affinitdt zum ERP als zum ERo zu haben scheinen [Kuiper
GG et al., 1998]. Insgesamt ist die Affinitdt zum ER, verglichen zu 17p-Estradiol, jedoch
niedriger [McCarty MF, 2006; van der Woude H et al., 2005]. Aber auch zwischen den ein-
zelnen Phytoestrogenen und in Abhangigkeit von ihrer Konzentration bestehen Unterschiede
in ihrer Affinitdt und Wirkung. Die hohere Bindungsaffinitdt zum ERp konnte den vermuteten
antikanzerogenen Effekt gegentber dem Mammakarzinom erkldren, da der ERp das Wachs-
tum von Mammazellen inhibiert, wihrend dieses iiber ERa stimuliert wird [An J et al., 2001].
Einige Studien postulieren desweiteren einen inhibitorischen Effekt des ERP auf den ERa
[Hall JM et al., 1999]. Jedoch ist nicht vollstandig geklart, inwiefern Phytoestrogene das 17f-
Estradiol ersetzen, mit ihm um die Bindungsstellen am ER konkurrieren oder auch unabhén-
gig an sekundaren Bindungsstellen des ER angreifen [Oseni T et al., 2008]. Wie auch bei den
SERM s sind sicherlich auch Co-Regulatoren an den Wirkungen der Phytoestrogene beteiligt.
Aufgrund ihrer Eigenschaft, sowohl agonistische als auch antagonistische Wirkungen am ER
zu verursachen, werden Phytoestrogene auch als ,,natural SERMs* oder ,,phyto SERMs* be-
zeichnet.

Die Wirkmechanismen der Phytoestrogene sind aber bei weitem nicht auf die ER beschrankt,
sondern erstrecken sich vielmehr auf eine Reihe anderer Signalwege, wie z.B. die Interaktion

mit verschiedensten Enzymsystemen. Tab. 3 gibt einen Uberblick iiber verschiedene zellulare
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Wirkungen des Isoflavons Genistein, welches das bis dato wohl am besten untersuchte

Phytoestrogen ist.

Zellulare Aktivitat | In vitro | Tiermodell | Hemmung | Stimulation | Autoren
Aromataseaktivitat + + Adlercreutz H et al.,
1993; Pelissero C et
al., 1996
17R-Hydroxysteroid- + + Strauss L et al., 1998;
Dehydrogenase Typ 1 Deluca D et al., 2005
Tyrosin-Protein- + + Akiyama T et al,
Kinase 1987, Polkowski K et
al., 2000
5a-Reduktase + + Evans BA et al., 1995
Prostaglandin- + + Degen GH, 1990
synthase
Lipid peroxidation + + Arora Aetal., 1998
DNA-Topoisomerase + + Polkowski K et al.,
1 2000
Angiogenese + + Fotsis T et al., 1993
Gonadotropine + + Trisomboon H et al.,
2005
Nitric oxide synthase + + Duarte J et al., 1997
(NOS)
Cyclin D1-Aktivitat + + Waite KA et al., 2005
Estrogenagonist + + + Zava DT et al., 1997
Sex hormone binding + + Mousavi Y et al., 1993
globulin (SHBG)
Antioxidaive + + Polkowski K et al.,
Aktivitat 2000
Osteoprotegerin- + + Viereck V et al., 2002
Synthese
TGFR + + Kim H et al., 1998
Intrazellulares Ca”* + + Dopp E et al., 1999
Complement Cs- + + Dopp E et al., 1999
Genexpression

Tab. 3: Auswahl an biologischen Wirkungen von Genistein auf zellularer Ebene

Viele dieser Wirkungen waren mit einer antikanzerogenen Aktivitdt sowie einer Prévention
beziiglich der Mammakarzinomentstehung in Einklang zu bringen [Oseni T et al., 2008]. An-
dererseits werden aber auch genotoxische Wirkungen der Phytoestrogene, v.a. der Isoflavone,
wie z.B. die Induktion von Mikrokernen und struktureller Chromosenaberrationen, diskutiert
[Di Virgilio AL et al., 2004; Kulling SE et al., 1999]. Trotz einer groRen Anzahl an Studien
besteht noch immer vielfach Unklarheit tber die Wirkmechanismen der Phytoestrogene und
die Frage, inwieweit diese therapeutisches und chemopréventives Potential bezlglich des

Mammakarzinoms besitzen [Mense SM et al., 2008].
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1.4.6. Klinische Wirkungen

Im Zusammenhang mit den klinischen Wirkungen der Phytoestrogene werden immer wieder
v.a. die Linderung klimakterischer Beschwerden, die Pravention von Osteoporose sowie ein
gunstiger Einfluss auf den Lipidhaushalt und somit eine kardioprotektive Wirkung genannt.
Bezlglich der klimakterischen Beschwerden und Osteoporose wird vermutet, dass
Phytoestrogene das postmenopausal verminderte 17p-Estradiol, aufgrund ihrer estrogenen
Aktivitat, teilweise ersetzen und so den, durch den natlrlichen Abfall des endogenen
Estrogens verursachten, Beschwerden entgegenwirken. Deswegen werden
Phytoestrogenpraparate als Alternative zur klassischen HRT diskutiert und sind mittlerweile
zahlreich, meist auf der Basis von Soja- oder Rotklee, in Apotheken und Reformhdausern zu
finden. Nach zahlreichen Studien an Tier und Mensch sind die therapeutischen Wirkungen
beziglich dieser sehr komplexen Fragestellungen jedoch noch immer fraglich [de Cremoux P
et al., 2010; Poulsen RC et al., 2008]. Was die Wirkungen auf den Lipidhaushalt betrifft,
scheinen Sojaprodukte in Human- und Tierstudien LDL-Cholesterin zu verringern. Die Effek-
te auf Triglyceride oder HDL-Cholesterin sind bisher aber noch undeutlich [Cassidy A et al,
2006]. Es gilt jedoch als noch nicht erwiesen, dass diese Effekte durch Phytoestrogene her-
vorgerufen werden.

Die wohl komplexeste Fragestellung ist die der Rolle der Phytoestrogene im Zusammenhang
mit malignen, v.a. hormonabhangigen Tumorerkrankungen wie Brust-, Ovarial- und Prostata-
krebs, wobei im Folgenden nur auf das Mammakarzinom eingegangen wird.

Hierbei wird zum einen eine chemopraventive Wirkung der Phytoestrogene diskutiert. In Stu-
dien an Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Einnahme von Genistein das Auftreten
von Mammakarzinomen, welche durch chemische Kanzerogene induziert wurden, verringerte
[Lamartiniere CA et al., 2000]. Dabei gibt es Anzeichen, dass eine Genistein-haltige Diat nur
in bestimmten Entwicklungsphasen des Lebens, ndmlich vor und wéhrend der Pubertét, einen
protektiven Effekt hat [Lamartiniere CA, 2000; Warri A et al., 2008]. Trotz vieler positiver
Ergebnisse gibt es nach zahlreichen epidemiologischen und experimentellen Untersuchungen
insgesamt gesehen keine klaren Beweise, dass die Einnahme von Phytoestrogenen das Risiko
der Entwicklung eines Mammakarzinoms gunstig beeinflusst, sodass Empfehlungen hinsicht-
lich einer solchen Erndhrung im Moment nicht gegeben werden kdnnen [Messina M et al.,
2006; Trock BJ et al., 2006; Gikas PD et al., 2005].

Zum anderen werden therapeutische Effekte bei schon bestehenden Mammakarzinomen dis-
kutiert. Sowohl in vitro- als auch in vivo-Studien, meist an Mé&usen, haben gezeigt, dass ver-

schiedene Phytoestrogene, v.a. Genistein, in hohen Konzentrationen hemmend auf das
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Wachstum von Mammakarzinomen wirken sowie z.T. Apoptose induzieren konnen [de
Lemos ML, 2001; Xu J et al., 2001]. Viele dieser Wirkungen wurden hauptséchlich in vitro
beobachtet. Es ist jedoch sehr fraglich, ob diese hohen antikanzerogenen Konzentrationen
auch in vivo erreichbar sind. Wahrscheinlich beruhen die in vivo erreichten antikanzerogenen
Effekte auf der Summe verschiedener Partialwirkungen, die auf allen Stufen der
Karzinogenese wirken - antioxidativ, antiproliferativ, antithrombotisch, antiinflammatorisch,
antimikrobiell und antiestrogen. Zu niedrige Konzentrationen der Phytoestrogene in vivo
kdnnten dagegen das Wachstum von v.a. hormonabhangigen Tumoren begunstigen [de Lemos
ML, 2001; Messina MJ et al., 2008]. Es ist also es nicht auszuschlieRen, dass die Aufnahme
von Phytoestrogenen fur Frauen mit Brustkrebs, prakanzerogenen Veranderungen in der Brust
oder einer genetischen Pradisposition kontrainduziert sein kénnte. Deswegen, und auch auf-
grund der Tatsache, dass Isoflavone oder ihre Metabolite genotoxisches Potential aufweisen
kdnnen (siehe 1.4.5.), muss eine kritische Risiko/Nutzen-Abwagung fur solche Supplemente

oder Medikamente garantiert werden.
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2. Zielstellung

Nach Schatzungen kommt weltweit etwa jede 5. bekannte lebende Pflanzenart als Heilpflanze
in Betracht, was eine Zahl von ungeféhr 80.000 moglichen Heilpflanzen bedeutet. Internatio-
nale Studien zeigen, dass zahlreiche Pflanzen hohe Anteile an bioaktiven Inhaltsstoffen ent-
halten, die sich positiv auf die menschliche Gesundheit auswirken. Zudem stammt bereits ein
groRRer Teil an wirksamen Medikamenten aus Pflanzen oder wurde aus pflanzlichen Stoffen
weiterentwickelt. Dies gilt auch fir die Behandlung von malignen Tumorerkrankungen. Bes-
tes Beispiel in der Gynékologie ist das etablierte Medikament Tamoxifen, welches aus der
Eibe isoliert wurde. Die Suche nach therapeutisch nutzbaren pflanzlichen Verbindungen stellt
also eine zentrale Herausforderung in der medizinischen Forschung dar.

Das Interesse dieser Arbeit ist auf die Leinpflanze (Linum usitatissimum) gerichtet, welche
ahnlich wie die Sojapflanze bekanntermafen reich an Phytoestrogenen ist, denen eine anti-
kanzerogene Wirkung zugesprochen wird. In Vorversuchen unserer Arbeitsgemeinschaft
zeigten Extrakte aus Blattern, Stdngeln und Wurzeln des Leins, getestet an verschiedenen
Chorionkarzinom-, Throphoblasttumor- und Mammakarzinomzellen, signifikante Hemmun-
gen des Zellliberlebens sowie die Induktion von Apoptose in vitro [Abarzua et al., 2007;
Szewczyk et al., 2007]. Dabei schienen die Extrakte aus den Wurzeln des Leins die starkste
Wirkung zu haben.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde ein Linum usitatissimum-Wurzelextrakt herge-
stellt und dessen Wirkung an zwei verschiedenen humanen Mammakarzinom-Zelllinien unter
in vitro-Bedingungen getestet. Desweiteren wurden die Effekte verschiedener einzelner
Phytoestrogene, sowohl aus der Gruppe der Isoflavone (Genistein, Genistin, Daidzein und
Daidzin) als auch der der Lignane (Secoisolariciresinol), auf die Karzinomzellen getestet. Als
Kontrollsubstanzen wurden Tamoxifen sowie das natiirliche Estrogen 17p-Estradiol unter-
sucht.

Ziel der Arbeit war es, herauszufinden, welche Wirkungen das Wurzelextrakt als Ganzes so-
wie die einzelnen Phytoestrogene auf die Mammakarzinomzellen verursachen. Durch eine
zuvor durchgefiihrte massenspektrometrische Analyse des hergestellten Extrakts wurde seine
molekulare Zusammensetzung bestimmt. Dabei sollte festgestellt werden, ob und in welchem
MaRe Phytoestrogene in der Leinwurzel enthalten sind und es evtl. noch andere Stoffgruppen
gibt, die an der Wirkung der Leinwurzel beteiligt sein kdnnten. Ein Vergleich zwischen den
Wirkungen des Extrakts mit denen der Phytoestrogene sollte dabei zur Klarung beitragen,

welche Rolle die Phytoestrogene in den Wirkungen des Extrakts spielen. Bei den
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Mammakarzinom-Zelllinien wurde bewusst eine hormonabhéangige (MCF-7) und eine hor-
monunabhangige Zelllinie (BT20) verwendet, um zusatzlich Erkenntnisse tber die Beteili-
gung verschiedener Hormonrezeptoren (ERa, ERB und PR) an den Wirkmechanismen zu er-
langen. Dazu wurde vor Versuchsbeginn der Rezeptorstatus der beiden Zelltypen durch
immunhistochemische Methoden untersucht. Bei den Isoflavonen wurde sowohl die
glykosidische als auch die aglykosidische Form der jeweiligen Substanz getestet. Durch die
Untersuchung beider chemischer Varianten sollte zur Klarung der Frage beigetragen werden,
ob es neben den schon bekannten Unterschieden im Metabolismus auch Unterschiede in der
direkten Wirkung auf die Karzinomzellen gibt.

Um die Einflisse des Wurzelextrakts, der Phytoestrogene und der Kontrollsubstanzen auf die
Mammakarzinomzellen zu untersuchen, wurden drei verschiedene in vitro-Testverfahren
verwendet. Dabei wurden die Zytotoxizitat der Testsubstanzen sowie deren Wirkung auf die
Stoffwechselaktivitat und Proliferation der Karzinomzellen untersucht. Durch die Verwen-
dung verschiedener Testmethoden mit jeweils unterschiedlichen chemischen Mechanismen
und Ansatzpunkten sollten zusatzlich Rickschlusse auf mogliche Wirkmechanismen der
Testsubstanzen gezogen werden. Das Wurzelextrakt, die einzelnen Phytoestrogene und Kont-
rollsubstanzen wurden ausserdem in verschiedenen Konzentrationen getestet, da in der Litera-
tur abhangig von der Dosierung unterschiedliche Effekte v.a. der Phytoestrogene im Zusam-

menhang mit den Karzinomzellen beschrieben werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Pflanzenextrakt

3.1.1. Pflanzenmaterial

Das verwendete pflanzliche Rohmaterial fiir die Herstellung des Extrakts stammte aus den
Wurzeln einer Leinpflanze, Unterart Gemeiner Lein (Linum usitatissimum), Sorte Barbara.
Die Samen wurden urspriinglich von der LUFA (Rostock) erworben und im Juni 2005 auf
Erdboden ausgesat. Die Leinpflanze wuchs unter Freilandbedingungen und wurde nach 9
Wochen im August 2005 bei einer Hohe von ca. 1 m geerntet. Das Pflanzenmaterial wurde

danach bei - 80 °C gelagert.

3.1.2. Extraktion nach Luyengi et al., 1996

Zu Beginn wurden die Wurzeln von den Sténgeln getrennt, ungefahr auf Hohe des Farbum-
schlags zwischen der braunen Wurzel und dem griinen Stangel (Abb. 12). Es wurden 16 g
Leinwurzel unter Zugabe von fliissigem Stickstoff in einem Morser zerkleinert, wobei es
teilweise nicht gelang die Wurzeln vollstandig zu Pulver zu zermahlen. Das so zerkleinerte
Wurzelmaterial wurde in einem 2 |-Rundkolben mit 142 ml Methanol (MeOH) als L&sungs-
mittel sowie einem Teel6ffel Glasperlen, um Siedeverziige zu vermeiden, vermengt. Darauf-
hin wurde diese Suspension in einem Wasserbad bei 70 °C fir 15 min unter Rickfluss ge-
kocht (Abb. 12). Der wassergekuhlte Rickflussmechanismus verhinderte, dass leicht flichti-
ge Substanzen das Gefal verlielen, indem die kondensierten Dampfe wieder in das Reakti-
onsgefal zuriickflossen. Nach diesem ersten Schritt der Methanolextraktion wurde das abge-
kihlte Gemisch nun mit Hilfe eines Faltenfilters von den festen Bestandteilen getrennt und in
einen 100 ml-Rundkolben filtriert. Danach folgte die Einengung des so entstandenen Rohex-
trakts mit einem Rotationsverdampfer, d.h. es wurde von seinem Ldsungsmittel, dem MeOH,
getrennt (Abb. 12). Dazu wurde der die Probe enthaltende Glaskolben unter standiger Rota-
tion in ein ca. 42 °C warmes Wasserbad eingetaucht, sodass das MeOH allmé&hlich verdampf-
te, in einen Kuhler aufstieg, dort kondensierte und anschlieRend in einen Auffangkolben ab-
floss. Zusatzlich wurde der Rundkolben mit Hilfe einer Pumpe evakuiert, d.h. der Innendruck
abgesenkt, um die Siedetemperatur der Suspension zu senken, somit die Destillationsleistung
zu steigern und auflerdem einer eventuellen Schadigung des Gemisches durch eine zu hohe
Temperatur entgegenzuwirken. Der Druck wurde hierbei langsam von anfangs ca. 300 mbar
auf ca. 60 mbar verringert und die Probe bis kurz vor der Trockne eingeengt. AnschlieRend

wurde die nun an der Wand des Rundkolbens haftende Probe mit Hilfe eines Ultraschallbades
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in 6 ml destilliertem Wasser gelést und die so entstandene Losung in ein 50 ml Falcon-
Rohrchen uberflihrt. Im néchsten Schritt erfolgte das Abtrennen der Probe mit Hilfe einer
Zentrifuge durch flinfmaliges Ausschutteln der Lésung mit jeweils 8 ml Ethylacetat als L6-
sungsmittel. Nach jedem Zentrifugieren konnte eine deutliche 2-Phasen-Trennung beobachtet
werden, wobei sich die wassrige Phase aufgrund der Dichte unten absetzte. Die obere Phase
enthielt das Ethylacetat mit der gewilinschten Probe und wurde deshalb jeweils mit einer
Pasteurpipette vorsichtig abgezogen und in einen neuen Rundkolben, dessen Nettogewicht
vorher bestimmt worden war, Uberflhrt. Nach erneuter Einengung am Rotationsverdampfer,
diesmal bis ganz zur Trockne, wurde der Kolben ber Nacht in einem Exsikkator, der Silika-
gel als Trockenmittel enthielt, zum Nachtrocknen dunkel aufbewahrt. Am néchsten Tag wur-
de das Bruttogewicht des Kolbens ausgewogen und schlie8lich das Reingewicht des Extrakts

bestimmt. Die Probe wurde danach lichtgeschiitzt im Kuhlschrank gelagert.

Abb. 12: von links nach rechts: Leinwurzelmaterial, Methanolextraktion im Wasserbad, Einengung
des Extrakts am Rotationsverdampfer

3.1.3. Aufarbeitung des Extrakts

Das nach Luyengi et al. (1996) hergestellte Wurzelextrakt (58,7 mg) wurde mit Hilfe eines
Ultraschallbades von der Kolbenwand gel6st und in unvergélltem Ethanol 96 % (EtOH) auf-
genommen. Dabei wurden pro mg Extrakt 10 pl EtOH verwendet, sodass eine Stammldsung
des Extrakts von insgesamt 590 ul mit einer Konzentration von 100 mg/ml entstand.

Aus dieser Stammldsung wurden schlieBlich weitere Verdiinnungen durch Zugabe von EtOH
gefertigt. Um eine Veranderung des Extrakts durch duBere Einfliisse, wie Temperatur, Licht
und Sauerstoff moglichst gering zu halten, wurde die Stammlésung der Probe bei - 83 °C
lichtgeschitzt tiefgekihlt. Die Verdiinnungsreihen wurden in kleinen Kryo-Réhrchen bei - 20

°C gelagert und nur zum Zwecke der laufenden Experimente entnommen. Um eventuellen
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Anderungen in der Zusammensetzung durch Alterungsprozesse und Verdunstungen der alko-
holischen Bestandteile moglichst auszuschlieBen, wurden die Verdlnnungsreihen jeweils

nach ca. 4-8 Wochen erneuert.

3.2. Phytoestrogene und Kontrollsubstanzen

3.2.1. Isoflavone und Lignane

Die in dieser Arbeit untersuchten Isoflavone (Genistein, Genistin, Daidzein, Daidzin) und
Lignane (Secoisolariciresinol) wurden in industriell gefertigter, pulverisierter Form erworben.
Dabei handelt es sich bei Genistein und Daidzein um Aglykone, bei Genistin und Daidzin
dagegen um das entsprechende Glykosid. Nach Abwiegen der Phytoestrogene mit Hilfe einer
elektrischen Feinwaage wurden diese ebenfalls jeweils in EtOH geldst und so in Stammlo-

sungen mit einer Konzentration von jeweils 5 mg/ml uberfihrt.

3.2.2. Tamoxifen und /7p-Estradiol

Neben dem Linum usitatissimum-Wurzelextrakt und den Phytoestrogenen wurden auRerdem
noch zwei Kontrollsubstanzen untersucht: Tamoxifen und 17p-Estradiol. Diese wurden, eben-
falls industriell gefertigt und in Pulverform erworben, gleichermal3en wie oben beschrieben

jeweils zu einer Stammldsung mit einer Konzentration von 5 mg/ml verarbeitet.

3.2.3. Aufarbeitung der Phytoestrogene und Kontrollsubstanzen

Bei allen in Pulverform verwendeten Stoffen wurde beim Ldsevorgang darauf geachtet, dass
sich das Pulver vollstandig im EtOH léste. Dazu wurde teilweise ein Reagenzglasschittler zu
Hilfe genommen. Manchmal half es auch durch leichte Erwarmung der Suspension die Los-
lichkeit zu verbessern. Wie auch bei dem Wurzelextrakt wurden aus den jeweiligen Stammlo-
sungen weitere Verdinnungen durch Zugabe von EtOH hergestellt, und diese wie oben be-
schrieben behandelt.

3.3. Zellkulturen

3.3.1. Mammakarzinom-Zelllinien

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene humane Mammakarzinom-Zelllinien verwendet:
MCF-7 und BT20 (Abb. 13). Bei MCF-7 handelt es sich um eine in der Brustkrebsforschung
haufig verwendete, hormonabhéangige, epitheliale Adenokarzinomzelllinie einer kaukasischen
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69-jahrigen Frau, gewonnen im Jahre 1970. BT20 dagegen ist eine hormonunabhéngige,
duktale Mammakarzinomzelllinie, die zwar ER-mRNA exprimiert, jedoch aufgrund einer
Deletion auf Exon 5 keinen Rezeptor ausbildet [Castles CG et al., 1993]. Auch sie stammt
von einer kaukasischen Frau, gewonnen im Jahre 1958. Beide Zelllinien wurden kommerziell

erworben und zur Aufbewahrung in flussigem Stickstoff bei - 188 °C gelagert.

MCF-7 BT20

Abb. 13: Lichtmikroskopische Nativbilder der Zelllinien MCF-7 und BT20 in Zellkultur (100-fache
VergroéRerung)

3.3.2. Zellkulturmedien

MCF-7 wurde in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), BT20 dagegen in Roswell
Park Memorial Institute Medium (RPMI) kultiviert. Beide Medien wurden selbst hergestellt,
steril filtriert und der pH-Wert auf ca. 7,4 eingestellt. Sie enthalten jeweils 2 mM L-Glutamin,
1,5 g/l Natriumbicarbonat, 4,5 g/l Glucose, 10 mM HEPES, 1 mM Natrium-Pyruvat (90 %)
sowie weitere anorganische Salze, Aminoséuren und Vitamine. Der Farbstoff Phenolrot gibt
beiden Medien ihre charakteristische rote Farbe. AufRerdem wurde beiden Medien jeweils
10 % inaktiviertes fetales Kalberserum (FKS) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,5 %
Amphotericin hinzugefigt. FKS liefert den Zellen u.a. Wachstumsfaktoren, Spurenelemente
und Hormone, was fir das Zellwachstum unerlasslich ist. Die Antibiotika (Penicil-
lin/Streptomycin) sollen das Bakterienwachstum, das Fungizid (Amphotericin) das Pilz-
wachstum verhindern. Die Medien wurden im Kihlschrank bei ca. 4 °C gelagert.

3.3.3. Zellkultivierung
In tiefgefrorenem Zustand waren die Zellen in 1,5 ml N&hrmedium, versetzt mit 20 % FKS
und 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), in einer Konzentration von ca. 1 x 10°/ml bei - 80 °C
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gelagert. Nach dem Auftauen mussten sie in reines Nahrmedium Uberfiihrt werden, da das
DMSO eine zytotoxische Wirkung auf die Zellen hat. Dazu wurde die Zellsuspension in ein
50 ml Zentrifugenréhrchen mit 15 ml des jeweiligen Nahrmediums pipettiert, mit dem Rea-
genzglasschuttler durchmengt und anschlieBend bei 1000 rpm ohne Bremse flir 5 min zentri-
fugiert, sodass sich die Zellen am Boden des Rohrchens als Zellpellet absetzten. Der Uber-
stand wurde daraufhin abdekantiert, die Zellen in 5 ml frischem Zellkulturmedium
resuspendiert und nach einer kurzen Aufschiittelung durch den Reagenzglasschiittler in die
Kleinste Zellkulturflasche Gberfiihrt. Da es sich bei beiden Zelllinien um adhérente Zellen
handelt, wachsen diese als Monolayer auf dem Boden von Zellkulturflaschen. Die Kulturfla-
schen sind an ihrer mit einem Schraubdeckel verschlieRbaren Offnung mit einem Filter verse-
hen, der zwar den Gasaustausch gewahrleistet, den Flascheninhalt aber vor von auen ein-
dringenden Mikroorganismen schitzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank
bei 37 °C und 5 % CO,.

Entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen ungeféhr jeden zweiten Tag
mit frischem Nahrmedium versetzt. Bei Besiedlung des Flaschenbodens von mindestens 80 %
wurden die Zellen passagiert. Da die Zellen uber Peptidbindungen am Boden der Zellkultur-
flaschen hafteten, mussten diese mit Hilfe von Trypsin-EDTA, welches verschiedene
Peptidasen enthalt, enzymatisch gelést werden. Dazu wurde das N&hrmedium vollstandig
abpipettiert und je nach FlaschengrofRe ca. 5-10 ml PBS fir ca. 30 sek hinzugegeben, um das
proteinhaltige FKS von den Zellen abzuwaschen. Dadurch sollte erreicht werden, dass sich
das Trypsin nicht an das FKS, sondern an die Zellen anlagerte. Anschliefend wurde ca. 5-
10 ml Trypsin-EDTA hinzugegeben und die Flasche fiir 5-10 min im Brutschrank inkubiert,
sodass sich die Zellen vom Flaschenboden ablésten. Zuletzt wurden ca. 8-15 ml DMEM zum
Neutralisieren hinzugegeben, um eine Zerstorung der Zellen durch das Trypsin zu verhindern.
Die so entstandene Zellsuspension wurde in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und
nach Zentrifugation erneut in Ndhrmedium resuspendiert.

Je nach Bedarf konnte die Zellsuspension dann als neue Passage in frische Zellkulturflaschen
ausgesat werden und/oder fur die verschiedenen Untersuchungen (siehe spater) genutzt wer-

den.

3.3.4. Ermittlung der Lebendzellzahl
Da alle Experimente mehrfach durchgefuhrt wurden, sollten diese naturlich moglichst unter
gleichen Bedingungen ablaufen. Deshalb war es wichtig, die Zellzahl der jeweiligen Zellsus-

pension zu bestimmen. Es soll darauf hingewiesen werden, dass fir die in dieser Arbeit
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durchgefuhrten Versuche immer nur die Lebendzellzahl bestimmt wurde. Fir die Zellzdhlung
wurde eine ,,Biirker-Zadhlkammer* verwendet (Abb. 14). Die Zahlung erfolgte nach folgen-

dem Schema:

1.) 360 pl Nahrmedium in einem kleinen Eppendorfrohrchen vorlegen

2.) 20 pl Trypanblau in das Rohrchen pipettieren (der Azofarbstoff dringt bei defekter
Zellmembran in das Innere der Zellen ein und farbt sie blau; lebende Zellen erscheinen
farblos, plastisch und leuchtend hell — Unterscheidung zwischen toten und lebendi-
gen Zellen)

3.) 20 pl der zu bestimmenden Zellsuspension dazugeben — Verdiinnung von 1:20

4.) Mit dem Reagenzglasschuttler kurz vermengen

5.) Auf beiden Seiten der Kammer jeweils ca. 10 pl der angefarbten Suspension auftragen
(Suspension wandert durch Kapillarwirkung getrieben ins Zéhlnetz der Kammer)

6.) Lichtmikroskopische Auszahlung der lebendigen Zellen aus jeweils 25 kleinen Quad-
raten beider Seiten der Kammer

7.) Berechnung der Lebendzellzahl pro ml:
— Zellen/ml = gezahlte Zellzahl (aus 2 x 25 Quadraten) x 10 x 10*

8.) Gegebenenfalls weitere Verdunnung auf die gewtinschte Zellzahl/ml

Tab. 4: Vorgehensweise zur Berechnung der Lebendzellzahl in einer Zellsuspension
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Abb. 14: Birker-Zahlkammer (links), Ausschnitt des Zahlnetzes unter dem Mikroskop (rechts)
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3.4. Testverfahren

3.4.1. Testvorbereitungen und -konditionen

Um die Ergebnisse innerhalb der jeweiligen Untersuchungsmethode, aber auch zwischen den
beiden verschiedenen Zelllinien vergleichen zu koénnen, wurde soweit mdglich immer die
gleiche Menge an Zellen pro Experiment eingesetzt. Die optimale Zellzahl fur die verwende-
ten Testverfahren und Zelllinien wurde bereits in friiheren Versuchen unseres Forschungsla-
bors bestimmt. Eine zu hohe Zelldichte kdnnte sich negativ auf das Wachstum auswirken,
indem keine Zellproliferation mehr mdglich ist. Dagegen konnte bei einer zu geringen Zell-
dichte das Wachstum der Zellen beeintrachtigt sein, weil gerade die Tumorzelllinien zur Pro-
liferation den Kontakt zueinander bendtigen. Ergebnis dieser Untersuchungen war eine opti-
male Zellkonzentration von 5 x 10° Zellen/ml, d.h. dass nach einer Inkubationszeit von 24 h
eine Konfluenz von ca. 80 % besteht [Szewczyk M, 2007].

Die folgenden Testverfahren wurden jeweils auf 96-Wellplatten unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt (Abb. 15). Alle untersuchten Substanzen wurden jeweils in einem Verhaltnis
von 1:100 in die Wells gegeben, sodass sich folgende Endkonzentrationen auf die Zellen

ergaben:

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt 0,01-0,1-1-10-50-100-500 - 1000 pg/ml
Phytoestrogene
Genistein, Genistin, Daidzein, Daidzin, | jeweils 1 -5-10-50 pg/ml
Secoisolariciresinol

Kontrollsubstanzen
Tamoxifen, 17p-Estradiol jeweils 1-5-10 - 50 pg/ml

Tab. 5: Endkonzentrationen der getesteten Substanzen auf die Zellen

Desweiteren wurden auf jeder Wellplatte Kontrollen mitgeflhrt: eine Hintergrundkontrolle
(Blindwert), die nur das jeweilige Nahrmedium ohne Zellen enthielt, und zwei Negativkon-
trollen, zum einen Zellen in ihrem jeweiligen Medium (Negativkontrolle 1) und zum anderen
Zellen in ihrem jeweiligen Medium mit EtOH, dem Ldsungsmittel aller oben hergestellten
Losungen (Negativkontrolle 2). Die Endkonzentration von EtOH auf den Zellen (berstieg nie
1 %, weder in der Negativkontrolle 2, noch in irgendeinem der Wells mit den zu testenden
Substanzen. Fiir die LDH-Tests wurde zusétzlich noch eine Triton-Kontrolle auf jeder Platte
mitgefuhrt. Dazu wurde Triton X-100 in einer Konzentration von 1 %, geldst im jeweiligen

N&hrmedium, zu den Zellen gegeben.
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Abb. 15: 96-Wellplatte, beimpft mit Zellsuspension (Zellen + Nahrmedium)

3.4.2. LDH-Zytotoxizitatstest
Mit Hilfe dieses Verfahrens lasst sich der Zelltod und somit die Zytotoxizitat des jeweils un-

tersuchten Stoffes quantitativ bestimmen.

Testprinzip
Der Test basiert auf der Messung der LDH-AKktivitat im Uberstand toter Zellen, da diese nach

dem Tod durch Zellmembranschaden ihren Zellinhalt in das Kulturmedium abgeben. Die
Messung der ubiquitdaren LDH ist sehr gut geeignet, da sie stabil im Kulturmedium vorliegt,
gegen den Abbau durch Proteasen resistent ist und in ausreichender Menge in beiden der hier
verwendeten Tumorzelllinien vorkommt.

Das Enzym LDH katalysiert die Oxidation von Laktat zu Pyruvat mit gleichzeitiger Redukti-
on von NAD" zu NADH+H". Diese Enzymaktivitat wird mit Hilfe einer zweiten enzymati-
schen Reaktion bestimmt. Dafur wird das Enzym Diaphorase sowie das Tetrazoliumsalz INT
hinzugegeben. Die Diaphorase katalysiert die Reduktion des gelben INT zu einem roten
Formazansalz, wihrend gleichzeitig NADH+H" wieder zu NAD" zuriickoxidiert wird (Abb.
16). Die so entstandene Formazanfarbung kann nun am ELISA-Reader photometrisch quanti-
fiziert werden. INT zeigt bei der entsprechenden Wellenlédnge keine signifikante Absorption
und kann daher als Storfaktor ausgeschlossen werden. Die Menge des gebildeten Formazans

ist also proportional zu der Anzahl toter Zellen.
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Abb. 16: Chemische Reaktionen des LDH-Tests

Durchfuhrung (Zusammenfassung der Arbeitsschritte)
1. Zellkultivierung: 100 pl/Well Zellsuspension (5 x 10° Zellen/ml) in 96-Wellplatte — 24 h

Inkubation im Brutschrank

2. Mediumwechsel: Uberstand (altes Medium) wird abgenommen und durch 198 pl/Well
Medium mit 1 % FKS + 2 pl/Well Experimentieransatz (Wurzelextrakt, Phytoestrogene,
Kontrollsubstanzen, Kontrollen, Triton-Kontrollen) ersetzt (— 1:100 Verdinnung) — 4 h
Inkubation im Brutschrank

3. 100 pl/Well Uberstand in neue 96-Wellplatte

4. 100 pl/Well ,,Reaction-Mixture* (Diaphorase/NAD") auf den Uberstand — 10 bis 30 min
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur

5. Abstoppen der Reaktion mit 50 pl/Well 1 N HCI

6. Messung der Extinktionen am ELISA-Reader bei 490 nm; Referenz: 520 nm

Tab. 6: Durchfiihrung des LDH-Tests

Auswertung
Das hoch zytotoxische Triton ist ein Zellgift und verursacht, indem es alle Zellen lysiert, die

maximale LDH-AKktivitat im Uberstand, entspricht also einer Zellletalitat von 100 %. Setzt
man die Absorptionswerte der mit den getesteten Substanzen bzw. Kontrollen behandelten
Wells in Relation zu denen der mit Triton behandelten Wells, lasst sich die Prozentzahl der
durch die zu testenden Substanzen bzw. Kontrollen gettteten Zellen errechnen. Um Stérun-
gen durch das jeweilige Nahrmedium und das Losungsmittel EtOH auszuschlieRen, wurde



3. Material und Methoden | 47

von den Absorptionswerten der Testsubstanzen die Negativkontrolle 2 abgezogen, von den
Absorptionswerten des Triton jedoch nur die Negativkontrolle 1, da die Tritonkontrolle kein
EtOH enthélt. Zur Berechnung der Anzahl toter Zellen wurde schlielich folgende Formel

verwendet:

Ext. der Probe— Ext. der Neg.kontrolle2

Zellletalitat (%) = -
Ext. der Tritonkontolle— Ext. der Neg.kontrollel

100

Zuvor wurde durch verschiedene Messungen festgestellt, dass sowohl die untersuchten Sub-
stanzen bzw. ihre Losungen als auch die Nahrmedien und Lésungsmittel weder eine eigene
LDH-Aktivitat besitzen noch mit der LDH-Aktivitat interferieren.

3.4.3. MTT-Zellvitalitats/ -proliferationstest
Durch diese Testmethode werden die Vitalitdt metabolisch aktiver Zellen sowie deren Zell-
proliferation quantifiziert.

Testprinzip
Das Prinzip beruht auf der Spaltung des zu den Zellen hinzugefiigten gelben

Tetrazoliumsalzes MTT in einen violetten Formazan-Farbstoff (Abb. 17). Diese Reaktion
wird durch mitochondriale Dehydrogenasen des Succinat-Tetrazolium-Reduktase-Systems
katalysiert. Da diese Enzyme nur in vitalen Zellen aktiv sind, dient die Umwandlung von
MTT zu Formazan als Mal? fiir die Vitalitat und Proliferation lebendiger Zellen. Die Intensitat
der Farbanderung ist also proportional zur Anzahl der Zellen und deren Stoffwechselaktivitét.
Die Absorption des entstandenen Formazans kann photometrisch mit Hilfe eines ELISA-
Readers bestimmt werden, weil das Substrat MTT in dem entsprechenden Bereich nicht ab-
sorbiert. Da aber das Formazan in wassriger Lésung leicht kristallisiert und nicht wasserlds-
lich ist, missen diese Kristalle vor der Messung durch Zugabe von Lésungsmitteln vollstan-
dig gelost werden.
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Abb. 17: Chemische Reaktion des MTT-Tests

Durchfiihrung (Zusammenfassung der Arbeitsschritte)
1. Zellkultivierung: 100 pl/Well Zellsuspension (5 x 10° Zellen/ml) in 96-Wellplatte — 24 h

Inkubation im Brutschrank

2. Kein Mediumwechsel; 1 ul/Well Experimentieransatz (Wurzelextrakt, Phytoestrogene,
Kontrollsubstanzen, Kontrollen) dazu (— 1:100 Verdinnung) — 24 h Inkubation im
Brutschrank

3. 10 pl/Well MTT-Reagenz dazugeben — 4 h Inkubation im Brutschrank

4. 100 pl/Well Solubilisierungslosung (Losen der Kristalle) — Inkubation tber Nacht im
Brutschrank

5. Messung der Extinktionen am ELISA-Reader bei 570 nm; Referenz: 650 nm

Tab. 7: Durchfiihrung des MTT-Tests

Auswertung
In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgemeinschaft sowie aus den Ergebnissen der vorliegen-

den Arbeit konnte gezeigt werden, dass EtOH in den hier verwendeten Konzentrationen (< 1
%) keine Effekte auf die Zellen hat. Somit wurde die Negativkontrolle 2 (Zellsuspension +
EtOH) fir die Darstellung der Zellvitalitat und -proliferation auf 100 % gesetzt. Setzt man die
Absorptionswerte der mit den getesteten Substanzen bzw. Kontrollen behandelten Zellen in
Relation zu denen der Negativkontrolle 2, ergibt sich somit die Prozentzahl der Zellprolifera-
tion/ -vitalitat der behandelten Zellen. Um Stérungen durch das jeweilige Nahrmedium auszu-
schlieen, wurde von den Absorptionswerten die Hintergrundkontrolle abgezogen. Folgende

Formel wurde zur Berechnung der Ergebnisse verwendet:

Zellproliferation/ -vitalitat (%) = Ext. der Probe— Ext des Blindwerts x 100

Ext. der Neg.kontrolle2 — Ext. des Blindwerts
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3.4.4. BrdU-Zellproliferationstest
Bei diesem Testverfahren handelt es sich um einen Immunassay zur quantitativen Bestim-

mung der Zellproliferation.

Testrinzip
Der Test basiert auf dem Einbau von Bromdesoxyuridin (BrdU) anstelle der reguldren DNA-

Base Thymidin in die DNA proliferierender Zellen (Abb. 18). Dieses Thymidinanalogon wird
in der Synthese-Phase des Zellzyklus, in der die DNA repliziert wird, durch die DNA-
Polymerase in die neue DNA eingebaut. Nach anschliellender Fixierung der Zellen und einer
damit verbundenen Denaturierung der DNA werden BrdU-Antikorper (AK) hinzugegeben,
die schlielich an das BrdU der neu synthetisierten zellularen DNA binden. Es handelt sich
dabei um monoklonale AK von Maus-Maus-Hybridzellen, die mit einer Peroxidase konjugiert
sind. Die dadurch entstandenen Immunkomplexe werden immunhistochemisch mit Hilfe einer
Substratreaktion mit Farbumschlag gemessen. In diesem Fall handelt es sich bei dem verwen-
deten Substrat um TMB. Die Absorption des Reaktionsprodukts wird photometrisch gemes-
sen, wobei die Farbintensitat mit der Menge der neu synthetisierten DNA und dementspre-

chend mit der Anzahl proliferierender Zellen korreliert.

O (o]

H,C Br
| NH | NH
N/Lo N)Qo
CH,OH
O

H
H H

OH H
Thymidin 5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU)

Abb. 18: Prinzip des BrdU-Tests: Einbau von BrdU anstelle von Thymidin in die DNA

Durchfiihrung (Zusammenfassung der Arbeitsschritte)
1. Zellkultivierung: 100 pl/Well Zellsuspension (5 x 10° Zellen/ml) in 96-Wellplatte — 24 h

Inkubation im Brutschrank
2. Kein Mediumwechsel; 1 pl/Well Experimentieransatz (Wurzelextrakt, Phytoestrogene,
Kontrollsubstanzen, Kontrollen) dazu (— 1:100 Verdinnung) — 24 h Inkubation im

Brutschrank
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3. 10 pl/Well BrdU (gel6st in Nahrmedium 1:100) dazugeben — 3 h Inkubation im Brut-
schrank, danach Entfernen der BrdU-L6sung

4. 200 pl/Well ,,Fix-Denat* dazugeben — 30 min Inkubation bei Raumtemperatur, danach
Entfernen des ,,Fix-Denats*

5. 100 pl/Well ,,Anti-BrdU-POD working solution* (AK) dazugeben — 1 h Inkubation bei
Raumtemperatur, danach Entfernen des Anti-BrdU-POD

6. Entfernen der AK durch 3 x Waschen mit ca. 200 pl/Well ,,Washing-solution* (gelost in
destilliertem Wasser 1:10), danach Entfernen des Waschpuffers

7. 100 ul/Well ,,Substrate-solution” (Farbsubstrat) dazugeben — 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur

8. Abstoppen der Farbreaktion mit 25 pl/Well 1 M H,SO,4 — ca. 1 min warten vor Messung

9. Messung der Extinktionen am ELISA-Reader bei 450 nm; Referenz: 620 nm

Tab. 8: Durchfiihrung des BrdU-Tests

Auswertung
Ebenso wie beim MTT-Test wurde die Negativkontrolle 2 fiir die Darstellung der Zellprolife-

ration auf 100 % gesetzt und die Absorptionswerte der mit den Testsubstanzen behandelten
Zellen in Relation dazu gesetzt. Ergebnis ist die Prozentzahl der Zellproliferation der behan-
delten Zellen. In Vorexperimenten wurde durch verschiedene Kontrollen festgestellt, dass es
weder eine unspezifische Bindung von BrdU und Anti-BrdU-POD an die Wellplatte noch
eine unspezifische Bindung von Anti-BrdU-POD an die Zellen in Abwesenheit von BrdU
gab. Um Stoérungen durch die Nahrmedien auszuschlieRen, wurde von den Absorptionswerten
die Hintergrundkontrolle abgezogen. Folgende Formel wurde zur Berechnung der Ergebnisse

verwendet:

Zellproliferation (%) = Ext. der Probe— Ext. des Blindwerts % 100

Ext. der Neg.kontrolle2 — Ext. des Blindwerts

3.5. Immunhistochemie

Mit Hilfe immunhistochemischer Methoden wurde der Hormonrezeptorstatus (ERa, ERB und
PR) beider in dieser Arbeit verwendeten Mammakarzinom-Zelllinien untersucht.

Als Zellkulturtrdger wurde pro Zelllinie jeweils eine 24-Wellplatte verwendet, pro
Rezeptortyp jeweils 3 Wells, zwei fir den Rezeptornachweis und eins fur die Negativkontrol-
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le. In jedes Well wurden 300 ul der jeweiligen Zellsuspension mit einer Konzentration von 3
x 10° Zellen/ml pipettiert. Danach wurden die Wellplatten fiir 48 h im Brutschrank inkubiert,
um eine vollstandige Adharenz der Zellen am Boden der Platten zu gewahrleisten. Nach der
Inkubationszeit wurde das Medium abdekantiert und es folgte eine Fixierung der Zellen mit
4 % Formalin fir je 20 min. AnschlieBend wurden alle Wells zweimal hintereinander mit PBS
flr jeweils 5 min gewaschen. Um die endogene Peroxidaseaktivitat der Zellen auszuschalten,
wurde auf die Zellen 0,3 % H,0, flr 30 min gegeben und anschlieRend wieder 2 mal mit PBS
gespult. Nach Entfernung des PBS wurde pro Well jeweils 300 pul Normalserum vom Pferd
hinzugegeben, um das spatere Anheften der Primér-AK an Kunststoffbestandteile der Well-
platte zu verhindern. Nach einer Inkubationszeit von 20 min bei Raumtemperatur wurde das
Normalserum abdekantiert. Als nachstes erfolgte die Zugabe der spezifischen Primar-AK
(ERo, ERB und PR). Es wurden ca. 100 ul der jeweiligen AK-L6sung pro Well hinzugegeben.
Bei den AK handelte es sich um Maus-AK. Fir die Negativkontrollen wurde anstelle der je-
weiligen Primér-AK erneut Normalserum auf die Zellen gegeben. Die Wellplatten wurden
schlielich fir 24 h im Kihlschrank bei ca. 4 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte
erneut ein zweimaliger Waschvorgang aller Wells mit PBS fur jeweils 5 min. AnschlieRend
wurden die Wellplatten fiir 30 min bei Raumtemperatur mit ,,ImmPRESSreagent*, einer L6-
sung, die Mikropolymere aus einer sehr aktiven Peroxidase, gekoppelt mit einer Mischung
aus Anti-Maus- und Anti-Hase-AK (Sekundér-AK) enthalt, inkubiert. In diesem Schritt wur-
den somit die mit einer Peroxidase verknlpften Sekundar-AK an die Priméar-AK gebunden.
Anschliefend wurden erneut zwei Waschzyklen mit PBS fiir jeweils 5 min durchgefihrt. Im
letzten Schritt erfolgte schlieBlich das immunhistochemische Farbeverfahren. Dazu wurden
als Substrat fur die Peroxidase pro Well ca. 5 Tropfen des sensitiven Chromogens ,,LinRed*
dazugegeben und die Wellplatten anschlieend flr ungefahr 10-15 min unter Sichtkontrolle
bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die Peroxidasereaktion entstand ein rotes Farbprodukt.
Um die Farbereaktion zu stoppen, wurden die Wells abdekantiert und danach mit H,O ge-
spult. Das Ergebnis konnte anschliefend unter dem Mikroskop betrachtet und fotografiert

werden.

3.6. Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie
Um die molekular-chemische Zusammensetzung des hergestellten Wurzelextrakts
(100 mg/ml) zu analysieren, wurde die Methode der Pyrolyse-Feldionisation-

Massenspektrometrie (Py-FIMS) angewendet. Dazu wurde ein doppelfokussierendes
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Sektorfeld-Massenspektrometer (Finnigan MAT 900) verwendet (Abb. 19). Vor Beginn der
Messungen erfolgte eine Signaloptimierung mit Aceton.

Zur Analyse der Leinwurzel wurden ungefdahr 5 ul (= 500 pg) des hergestellten Extrakts in
einen Quarztiegel eingebracht, dieser daraufhin in den Mikroheizer einer Probenschubstange
transferiert und auf diesem Weg schlieBlich in die lonenquelle des Spektrometers eingefihrt.
Hier erfolgte in einem Hochvakuum (6 x 10°® mbar) die thermische Pyrolyse der Probe in ihre
chemischen Untereinheiten. Dabei wurde die Probe stufenweise von 110 bis 700 °C mit einer
Heizrate von 0,9 K/sek erhitzt. Die durch den thermischen Abbau entstandenen gasférmigen
Molekiile wurden in einem durch eine Feldionisationsstange erzeugten elektrischen Feld (FI
Emitter: + 4,8 kV, Gegenelektrode: -5,5 kV) schonend ionisiert. AnschlieBend wurden die
Molekiile in einem Analysator, ebenfalls in einem Hochvakuum (10 mbar), beschleunigt,
hinsichtlich ihres Masse/Ladungszahl-Verhéltnisses (m/z) aufgetrennt, elektrisch verstarkt
und von einem Detektor, der die Intensitat der erzeugten lonen misst, registriert. Wéhrend der
Aufheizphase wurden 91 Scans durchgefiihrt (entspricht 6,66 K je Scan), d.h. es wurden 91
einzelne Massenspektren von 15 bis 900 Dalton aufgenommen. Als Ergebnis wurde ein Mas-
senspektrum erstellt, aus dem hervorgeht, welche lonen in welchen relativen Mengen gebildet
worden sind. Die Werte wurden schlieB8lich in einem Thermogramm mit den verschiedenen
Massenspektren und den dazugehdrigen Anteilen in % der totalen lonenintensitat (TII) zu-
sammengefasst. Die entstandenen Werte wurden daraufhin mit verschiedenen Datenbanken
verglichen und so je nach Molekulgewicht 14 verschiedenen chemischen Substanzklassen
zugeordnet.

Kurze Reaktionszeiten, kleine Substanzmengen, die schonende lonisierung im sehr hohen
elektrischen Feld und die unmittelbare Zufuihrung der Molekilionen zum Massenspektrome-
ter begunstigten die Bildung und Detektion primarer thermischer Bruchstiicke, die sich mit
der Struktur der zu untersuchenden Substanz korrelieren lieen. Um die Genauigkeit der Er-
gebnisse zu verbessern, wurde die Analyse des Extrakts zweimal durchgefihrt und die Werte

anschlielend statistisch gemittelt.
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Abb. 19: Massenspektrometer (Finnigan MAT 900)

3.7. Statistische Auswertung

Der Versuchsaufbau in dieser Arbeit basierte auf einer viermaligen Wiederholung jedes der
drei Testverfahren (LDH-, MTT- und BrdU-Test) pro zu testender Substanz. Dabei wurden
immer mindestens zwei verschiedene Passagen der jeweiligen Zelllinie bendtzt. Innerhalb
eines Testansatzes wurde fir jede Stoffkonzentration eine Vierfachbestimmung durchgefiihrt,
also immer jeweils vier Wells verwendet. Zudem wurden auf jeder Platte die oben genannten
Kontrollen (Hintergrundkontrolle, Negativkontrolle 1 und 2, ggf. Triton-Kontrolle) mitge-
fuhrt. Auf einer Platte fanden bis zu drei der getesteten Substanzen mit ihren jeweiligen Kon-
zentrationen Platz.

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde von jeder Wellplatte aus den vier errech-
neten Werten jeder Testsubstanz und -konzentration der Mittelwert gebildet. Die entstandenen
vier Mittelwerte der einzelnen Platten wurden anschliefend erneut gemittelt und dazu deren
Standardabweichung berechnet. Schlussfolgernd représentiert jeder Balken in den Diagram-
men (siehe spéter) den Mittelwert + Standardabweichung von vier Experimenten.

Die statistische Berechnung erfolgte mit dem Student's t-Test (Excel, Microsoft), um die Sig-
nifikanz der Ergebnisse bezlglich der Triton-Kontrolle (LDH-Test) bzw. der Negativkontrol-
le 2 (MTT- und BrdU-Test) zu ermitteln. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit
a =5 %) unterscheiden sich signifikant von der Tritonkontrolle bzw. Negativkontrolle 2 und

sind in den Diagrammen mit einem Sternchen (*) tber den jeweiligen Balken gekennzeichnet.
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3.8. Chemikalien und Materialien

Anwendung Chemikalien und Matrialien

Extraktion nach Chemikalien:

Luyengi et al. (1996) | * Methanol; ROTH, Karlsruhe

= Ethylacetat; Merck KGaA, Darmstadt

Materialien:

= Lein (Linum usitatissimum), Sorte Barbara; LUFA, Rostock

= Faltentrichter (Durchmesser 185 mm); Schleicher und Schuell
GmbH, Dassel

» Vakuum-Rotationsverdampfer (VV2011); Heidolph Instru-
ments GmbH & Co.KG, Schwabach

= Ultraschallbad: Sonorex; SCHALLTEC GmbH, Morfelden-
Walldorf

Aufarbeitung des Chemikalien:

Extrakts, der Phyto- | ® Ethanol 96 % unvergallt; ROTH, Karlsruhe

estrogene und Kon- = Genistein; ROTH, Karlsruhe

Genistin; ROTH, Karlsruhe

Daidzein; ROTH, Karlsruhe

Daidzin; ROTH, Karlsruhe

Secoisolariciresinol; Fluka Chemie AG (BioChemica), Buchs,

Schweiz

= 17B-Estradiol; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

= Tamoxifen; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Materialien:

= Prazisionswaage; Sartorius AG, Gottingen

= Kryo-Roéhrchen (2 ml); TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Zellkultivierung Zelllinien:

» MCF-7; DSMZ GmbH, Braunschweig

= BT20; DSMZ GmbH, Braunschweig

Chemikalien:

= DMEM; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Herstellung (2 1): 26,89 g DMEM + 5,2 g Hepes + 6 g Natri-
umhydrogencarbonat in 2 | destilliertem Wasser

= RPMI; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Herstellung (2 1): 32,72 g RPMI + 4 g Natriumhydrogencarbo-
nat in 2 | destilliertem Wasser

» HEPES; Merck KGaA, Darmstadt

= Natriumhydrogencarbonat; Merck KGaA, Darmstadt

= Fetales Kalberserum; PAA Laboratories GmbH, Pasching, Os-
terreich

= Penicillin/Streptomycin; PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

= Amphotericin B; PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich

= DMSO; G. Vogler B.V., Rotterdam, Niederlande

= PBS (phoshatgepufferte NaCl-Lésung), 10 mM, pH=7,4(8,0 g
NaCl + 2,9 g Na;HPO, x 2 H,O + 0,2 g NaH,PO, + 0,2 g
KCI/1,0 | Aqua dest.); Lonza BioWhittaker, Wuppertal

= Trypsin-EDTA; PAA Laboratories GmbH, Pasching, Oster-
reich

= Bacillol AF (Desinfektionsmittel); BODE Chemie GmbH &

trollen
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Co. KG, Hamburg

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

Materialien:

= Sterilbox; Heraeus Instruments GmbH, Hanau

= Zellkulturflaschen (25, 75, 150 cm?); TPP AG, Trasadingen,
Schweiz

= Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml); TPP AG, Trasadingen,
Schweiz

= Zentrifuge; Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

= Brutschrank (37 °C, 5 % CO,); Heraeus Instruments GmbH,
Hanau

= Pipetten; Eppendorf, Hamburg

= Kihltruhe (-80 °C); Heraeus Instruments GmbH, Hanau

= Reagenzglasschiittler (Heidolph REAX 2000); Heidolph In-
struments GmbH & Co. KG, Schwabach

= Lichtmikroskop: Olympus CK-2 TR; Olympus Europa GmbH,
Hamburg

= Birker-Kammer (Tiefe: 0,1 mm; 0,0025 m?):; Poly-Optik
GmbH, Bad Blankenburg

Testverfahren Detection-Kits:
= Cytotoxicity Detection Kit (LDH); Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim
= Cell Proliferation Kit I (MTT); Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim

= Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric); Roche Diagnos-
tics GmbH, Mannheim

Chemikalien:

= Triton X-100 (Octoxinol-9); Ferak Berlin GmbH, Berlin

= 1 N HCI (=100 ml H,0 + 8,33 ml HCI konz.); ROTH,

Karlsruhe

= 1 M H,SO4; ROTH, Karlruhe

Materialien:

= Zellkultur Testplatte (96 Wells); TPP AG, Trasadingen,
Schweiz

» ELISA-Reader (Model 680 Microplate Reader); Bio-Rad Labo-
ratories Inc., CA, USA

» Microplate Manager Software (Vers. 5.2.1); Bio-Rad Laborato-
ries Inc., CA, USA

Immunhistochemie | Chemikalien:

= Formafix 4 % (gew.) (pH 7,0), gepuffert; Grimm med. Recy-
cling GmbH, Torgelow

= ImmPRESS Universal Reagent (anti-mouse/rabbit Ig, perox-
idase); Vector Laboratories, Inc., Burlinggame, CA, USA

= Histoprime LinRed (R.T.U.); LINARIS GmbH, Wertheim-
Bettingen

AntikOrper:

= Progesteronrezeptor: Monoclonal Mouse Anti-Human, PgR
636, r.t.u; DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

= Estrogenrezeptor a: Monoclonal Mouse Anti-Human, Clone:
1D5, r.t.u.; DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
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= Estrogenrezeptor B: Monoclonal Mouse Anti-Oestrogen Recep-
tor Betal, Clone: PPG5/10, (1:10 mit PBS verdunnt); AbD Se-

rotec MorphoSys AbD GmbH, Dusseldorf
Materialien:

= Zellkultur Testplatte (24 Wells); TPP AG, Trasadingen,
Schweiz

Kamera: AxioCam MRc; Carl Zeiss AG, Oberkochen
Massenspektrometrie | = Finnigan MAT 900; Finnigan MAT, Bremen
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4. Ergebnisse

4.1. Testverfahren

In keinem der drei Testverfahren zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den jeweili-
gen Absorptionswerten der Negativkontrolle 1 und 2 einer Wellplatte. Daraus ergibt sich, dass
die Beimengung von max. 1 % EtOH keine Effekte auf das Wachstum der Zellen ausiibte und
die Ergebnisse der in EtOH geldsten Substanzen somit nicht verfélscht wurden.

Die nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse der Testverfahren beziehen sich, wie oben be-
schrieben (siehe 3.4.2-3.4.4.), prozentual auf ihre jeweilige Kontrolle. Die Werte der jeweili-
gen Bezugskontrolle sind im Einzelnen nicht in den Diagrammen angezeigt.

Im Folgenden werden alle signifikanten Auswirkungen der Testsubstanzen auf die Zellen be-
schrieben. Dabei wurden die Prozentzahlen, um eine bessere Ubersicht zu behalten, auf ganze

Zahlen auf- bzw. abgerundet. Nicht genannte Testsubstanzen zeigten keine Wirkungen.

4.1.1. LDH-Zytotoxizitatstests
41.1.1. MCF-7

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Bei MCF-7 verursachte das Wurzelextrakt eine signifikante Zellletalitat von jeweils ca. 80 %
in seinen beiden hochsten Konzentrationen von 500 und 1000 pg/ml. Bei 50 und 100 pg/mi

waren die zytotoxischen Effekte mit 4 % bzw. 19 % zwar deutlich niedriger, aber dennoch
signifikant (Abb. 20).
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Abb. 20: Zytotoxische Effekte verschiedener Konzentrationen des Leinwurzelextrakts auf MCF-7

(LDH-Test); Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (—

100 % Zelldestruktion) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unter-
scheiden sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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Phytoestrogene

Unter den Phytoestrogenen zeigte v.a. Genistein mit rund 32 % Zellletalitat bei 50 pg/ml ei-
nen signifikanten zytotoxischen Effekt auf MCF-7. Daidzein verursachte nur leichte, aber
dennoch signifikante zytotoxische Effekte um jeweils 3 % bei 10 und 50 pg/ml. Ebenso ver-
hielt sich Secoisolariciresinol mit einer geringen, aber signifikanten Zellletalitat von 1 % bei
5 pug/ml und 5 % bei 50 pg/ml (Abb. 21).
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Abb. 21: Zytotoxische Effekte verschiedener Konzentrationen der Phytoestrogene auf MCF-7 (LDH-
Test); Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (— 100 %
Zelldestruktion) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden
sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Kontrollsubstanzen

Tamoxifen zeigte in seinen Konzentrationen von 5, 10 und 50 pug/ml hohe signifikante Zyto-
toxizitaten auf MCF-7 mit entsprechend 67 %, 76 % und 82 % Zellletalitat (Abb. 22).
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B Tamoxifen

O Estradiol

Abb. 22: Zytotoxische Effekte verschiedener Konzentrationen der Kontrollsubstanzen auf MCF-7
(LDH-Test); Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (—
100 % Zelldestruktion) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unter-
scheiden sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

4.1.1.2. BT20

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Auf BT20 wirkte das Wurzelextrakt auch zytotoxisch, jedoch erneut nur in den héheren Kon-
zentrationen mit signifikanten Zellletalitaten von 4 % bei 50 pg/ml, 8 % bei 100 pg/ml, 13 %
bei 500 pg/ml und 38 % bei 1000 pg/ml (Abb. 23).

‘ OLeinwurzel

Abb. 23: Zytotoxische Effekte verschiedener Konzentrationen des Leinwurzelextrakts auf BT20
(LDH-Test); Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (—
100 % Zelldestruktion) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unter-
scheiden sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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Phytoestrogene

Bei der Wirkung der Phytoestrogene auf BT20 gab es, bis auf geringe signifikante zytotoxi-
sche Effekte von 1 % bei 1 pg/ml Genistein und 2 % bei 5 pg/ml Secoisolariciresinol, keine
Auffalligkeiten bezuglich der Zellletalitaten (Abb. 24).
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Abb. 24: Zytotoxische Effekte verschiedener Konzentrationen der Phytoestrogene auf BT20 (LDH-
Test); Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (— 100 %
Zelldestruktion) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unterscheiden
sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Kontrollsubstanzen

Tamoxifen flhrte auch bei BT20 zu hohen signifikanten Zellletalitdten von 4 % bei 1 pg/ml,
89 % bei 5 pg/ml, 85 % bei 10 pg/ml und 79 % bei 50 pg/ml (Abb. 25).

B Tamoxifen
O Estradiol

Abb. 25: Zytotoxische Effekte verschiedener Konzentrationen der Kontrollsubstanzen auf BT20
(LDH-Test); Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (—
100 % Zelldestruktion) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unter-
scheiden sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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4.1.2. MTT-Zellvitalitéts/ -proliferationstests
4.1.2.1. MCF-7

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Auf MCF-7 zeigte das Wurzelextrakt eine signifikante Hemmung der Zellvitalitat von 43 %
bei 500 pg/ml und 16 % bei 1000 pg/ml. Dagegen fanden sich bei niedrigeren Konzentratio-
nen von 0,1 bis 100 pg/ml z.T. leicht stimulierende Effekte, wobei die Werte nur bei 10 bzw.
100 pg/ml mit 106 bzw. 110 % signifikant waren (Abb. 26).
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Abb. 26: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 (MTT-Test);
Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 %
Zellproliferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden
sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Phytoestrogene

Aus der Gruppe der Phytoestrogene stimulierte Genistein die Zellvitalitdt von MCF-7 signifi-
kant mit 122 % bei 5 pg/ml und 118 % bei 10 pg/ml. Bei 50 pug/ml dagegen hemmte
Genistein die Zellvitalitat auf rund 91 %. Daidzein erzielte einen dhnlichen Effekt mit einer
signifikanten Steigerung der Zellvitalitat auf 111 % bei 10 pg/ml und einer signifikanten
Hemmung derselben auf rund 93 % bei 50 pug/ml (Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Phytoestrogene auf MCF-7 (MTT-Test); Mit-
telwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellpro-
liferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Kontrollsubstanzen

Tamoxifen zeigte eine signifikante und stufenweise absteigende Hemmung der Zellvitalitét
von MCF-7 in allen Konzentrationen auf rund 92 % bei 1 pg/ml, 81 % bei 5 pg/ml, 37 % bei
10 pg/ml und ein Maximum von 2 % bei 50 pg/ml. Fir 17p-Estradiol dagegen konnte einer-
seits eine leichte, aber signifikante Stimulation der Zellvitalitat auf rund 104 % bei 10 pg/ml
gesehen werden, andererseits wurde diese bei 50 pg/ml signifikant auf rund 74 % gehemmt
(Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Kontrollsubstanzen auf MCF-7 (MTT-Test);
Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 %
Zellproliferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unterscheiden
sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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4.1.2.2. BT20

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Auch bei BT20 wirkte das Wurzelextrakt hemmend auf die Zellvitalitat. Es zeigten jedoch
schon die niedrigen Konzentrationen von 0,01 bis 1 pg/ml einen supprimierenden Effekt, der
zwar nur sehr gering, aber mit bis zu 93 % bei 0,01 pg/ml dennoch signifikant ausfiel. Bei
500 und 1000 pg/ml waren die Wirkungen mit einer Reduktion der Zellvitalitat auf 27 % und
26 % sehr viel deutlicher (Abb. 29).
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Abb. 29: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Leinwurzelextrakts auf BT20 (MTT-Test); Mit-
telwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellpro-
liferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Phytoestrogene

Genistein verursachte eine leichte, aber signifikante Stimulation der Zellvitalitdt von BT20
auf 112 % bei 5 pg/ml, jedoch deutlicher eine signifikante Hemmung der Zellen auf rund
56 % bei 50 pg/ml. Desweiteren zeigte auch das Glykosid Genistin Effekte, und zwar stimu-
lierte es die Zellen signifikant auf rund 115 % bei 10 pg/ml und rund 129 % bei 50 pg/ml.
Daidzein zeigte leichte, aber dennoch signifikante hemmende Effekte mit rund 94 % bei
10 pg/ml und rund 90 % bei 50 pg/ml. Ahnlich wirkte sein Glykosid Daidzin mit einer diskre-
ten, aber signifikanten Hemmung von rund 93 % bei 1 pug/ml, rund 94 % bei 5 pg/ml und
rund 95 % bei 10 pg/ml. Secoisolariciresinol hemmte die Zellen ebenfalls nur leicht, aber
signifikant auf rund 93 % bei 1 pg/ml und rund 95 % bei 5 pg/ml (Abb. 30).
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Abb. 30: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Phytoestrogene auf BT20 (MTT-Test); Mittel-
werte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellproli-
feration) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a =5 %) unterscheiden sich sig-
nifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Kontrollsubstanzen

Tamoxifen reduzierte die Vitalitat der BT20 Zellen signifikant und in allen Konzentrationen
stufenweise ansteigend, auf rund 89 % bei 1 pg/ml, 59 % bei 5 pg/ml, 9 % bei 10 pg/ml und
maximal mit beinahe 0 % bei 50 pug/ml. 17p-Estradiol dagegen stimulierte die Zellvitalitat bei
5 pg/ml auf rund 129 %. Dagegen hemmte es die Zellen in den héheren Konzentrationen sig-
nifikant auf 87 % bei 10 pug/ml und 68 % bei 50 pug/ml (Abb. 31).
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Abb. 31: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Kontrollsubstanzen auf BT20 (MTT-Test); Mit-
telwerte £+ Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellpro-
liferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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4.1.3. BrdU-Zellproliferationstests
4.1.3.1. MCF-7

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Auf die Zellproliferation von MCF-7 wirkte das Wurzelextrakt signifikant und progredient
hemmend, beginnend mit 72 % bei 50 pg/ml, 45 % bei 100 pg/ml, 10 % bei 500 pg/ml und
dem groRten Effekt von 8 % bei 1000 pg/ml (Abb. 32).
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Abb. 32: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 (BrdU-Test);
Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 %
Zellproliferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden
sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Phytoestrogene

Bei den Phytoestrogenen verursachte Genistein eine signifikante Hemmung der Zellprolifera-
tion von MCF-7 in allen Konzentrationen stufenweise zunehmend, beginnend mit 90 % bei 1
pg/ml, 89 % bei 5 pg/ml, 82 % bei 10 pg/ml und dem Maximum von 59 % bei 50 pg/ml.
Genistin wirkte dhnlich, zwar weniger intensiv, aber dennoch signifikant mit einer Hemmung
auf rund 91 % bei 5 pg/ml und 89 % bei 10 pg/ml. Desweiteren hemmte Daidzein die Zell-
proliferation signifikant auf rund 89 % bei 10 pg/ml und 85 % bei 50 pg/ml.
Secoisolariciresinol zeigte eine Reduktion der Proliferation auf 76 % bei 10 pg/ml und 68 %
bei 50 pg/ml (Abb. 33).
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Abb. 33: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Phytoestrogene auf MCF-7 (BrdU-Test); Mit-
telwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellpro-
liferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Kontrollsubstanzen

Tamoxifen hemmte die Zellproliferation von MCF-7 signifikant auf rund 65 % bei 10 pg/ml
und 5 % bei 50 pg/ml. 17p-Estradiol fuhrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion der
Proliferation in allen Konzentrationen, auf 83 % bei 1 pg/ml, 84 % bei 5 pug/ml, 87 % bei
10 pg/ml und 63 % bei 50 pg/ml (Abb. 34).
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Abb. 34: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Kontrollsubstanzen auf MCF-7 (BrdU-Test);
Mittelwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 %
Zellproliferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden
sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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4.1.3.2. BT20

Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Auf BT20 zeigte das Wurzelextrakt eine signifikante stufenweise Hemmung der Zellprolifera-
tion, beginnend mit 80 % bei 50 pg/ml, 66 % bei 100 pg/ml, 33 % bei 500 pg/ml und dem
groften Effekt bei 1000 pg/ml mit rund 15 % (Abb. 35).
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Abb. 35: Einfluss verschiedener Konzentrationen des Leinwurzelextrakts auf BT20 (BrdU-Test); Mit-
telwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellpro-
liferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unterscheiden sich
signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Phytoestrogene

Genistein verursachte eine signifikante Hemmung der BT20-Zellproliferation auf rund 72 %
bei 10 pug/ml und 50 % bei 50 pg/ml. Genistin dagegen zeigte nur bei 10 pg/ml eine leichte
signifikante Hemmung auf 89 %. Daidzein verursachte eine leichte, aber signifikante Hem-
mung von 92 % bei 10 pg/ml und 90 % bei 50 pg/ml. Secoisolariciresinol verringerte die
Zellproliferation signifikant in allen Konzentrationen, auf 90 % bei 1 pg/ml, 91 % bei
5 ng/ml, 93 % bei 10 pg/ml und 73 % bei 50 pg/ml (Abb. 36).
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Abb. 36: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Phytoestrogene auf BT20 (BrdU-Test); Mittel-
werte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellproli-
feration) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a =5 %) unterscheiden sich sig-
nifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Kontrollsubstanzen

Tamoxifen verursachte eine signifikante Inhibition der Proliferation von BT20 in allen Kon-
zentrationen, auf 87 % bei 1 pg/ml, 41 % bei 5 pg/ml, 3 % bei 10 pg/ml und maximal auf 0 %
bei 50 pg/ml. 17p-Estradiol hemmte ebenfalls die Zellproliferation, jedoch schwécher als
Tamoxifen auf jeweils rund 86 % bei 5 und 10 pg/ml sowie auf 76 % bei 50 pg/ml (Abb. 37).
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Abb. 37: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Kontrollsubstanzen auf BT20 (BrdU-Test); Mit-
telwerte + Standardabweichung, Werte prozentual in Bezug zur Negativkontrolle 2 (— 100 % Zellpro-
liferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
signifikant und sind mit * gekennzeichnet.
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4.2. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Bestimmung der Hormonrezeptoren ist eine wichtige Grundlage
flr die Interpretation der vorherigen Ergebnisse. In unseren Untersuchungen zeigte sich zwi-
schen den beiden Zelllinien eine deutlich unterschiedliche Expression der untersuchten Hor-
monrezeptoren. Betrachtet man MCF-7, waren die Zellmembranen der Zellen bei allen drei
getesteten Rezeptortypen rot angeféarbt. Jedoch fanden sich zwischen den verschiedenen
Rezeptortypen Unterschiede bezlglich der Farbintensititen: ERa > ERp > PR. Bei BT20 da-
gegen fand sich bei keiner der Rezeptortypen eine kolometrische Reaktion der Zellmembra-
nen. Es konnte jedoch eine leichte Anfarbung der Zellvakuolen gesehen werden. Die Nega-
tivkontrollen waren bei beiden Zelllinien stets farblos, sodass von einer korrekten Handha-
bung des immunhistochemischen Verfahrens ausgegangen werden kann. Die entsprechenden

Bilder wurden schlieflich mit 32-facher VergroRerung aufgenommen (Abb. 38).
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Abb. 38: Mikroskopischer Nachweis der immunhistochemischen Férbungen der ERo/B- bzw. PR-
Expression bei MCF-7 (links) und BT20 (rechts) in vitro (32-fache Vergroéerung)

4.3. Pyrolyse-Feldionisation-Massenspektrometrie

GemaR der oben beschriebenen Signalzuteilung entsprechend 14 verschiedener Stoffklassen
(siehe 3.6.), ergab sich folgende Zusammensetzung des in dieser Arbeit hergestellten Linum
usitatissimum-Wurzelextrakts in absteigender Reihenfolge (Abb. 39): Sterole und Triterpene
(21,4 %), freie geséttigte und ungeséttigte Fettsauren (n-Cyg bis n-Cs4) (17,8 %), Lignindimere
(12,2 %), Lipide (7,7 %) sowie Phenole und Lignin/Lignan-Monomere (4,2 %). Der Anteil
aller anderen Stoffklassen betrug unter 3 % der totalen lonen Intensitéat (T11). Die Menge der
Flavonoide (2,4 %), zu denen auch die Isoflavone zahlen, und Lignane (1,9 %) fiel Uberra-
schend gering aus.
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Abb. 39: Zusammensetzung des Leinwurzelextrakts (organische Bestandteile) in % der TIl: STER =
Sterole und Triterpene, FATA = freie gesattigte und ungesattigte Fettsauren (n-Cyg bis n-Cs4), LDIM =
Lignindimere, LIPI = Lipide, Alkane, Alkene, Fettsduren, n-Alkylester, PHLM = Phenole und Lig-
nin/Lignanmonomere, SUBE = Suberine, ALKY = Alkylaromate, LOWM = niedermolekulare Mas-
sensignale (m/z 15...56), FLAV = Flavonoide, LIGN = Lignane, NCOM = Stickstoff-haltige Verbin-
dungen, GLYC = Di- und Triglyceride, PEPT = Peptide und Aminosduren, CHYD = Kohlenhydrate
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5. Diskussion

5.1. Relevante Wirkungen - Vergleich zwischen den Zelllinien

Was den Einfluss des Wurzelextrakts, der Phytoestrogene sowie der Kontrollsubstanzen auf
die Zellen betrifft, erachten wir im Zusammenhang mit friheren Experimenten unserer Ar-
beitsgemeinschaft nur Ergebnisse von mindestens + 30 % gegeniber der jeweiligen Kontrolle
als relevant, obwohl sich auch schon deutlich niedrigere Werte als signifikant erweisen. Ef-
fekte von weniger als 30 % konnen unserer Meinung nach zwar bestimmte Wirktendenzen
anzeigen, sind aber nicht aussagekraftig genug, um von einer ,,Wirkung* zu sprechen. Im
Folgenden werden deshalb hauptséchlich die Ergebnisse mit jeweils tiber 30 % Abweichung
zur Kontrolle diskutiert.

Mit den LDH-Tests wurde in dieser Arbeit die Zytotoxizitat der verwendeten Testsubstanzen
untersucht, deren Auswirkung sich in der Letalitat der Zellen wiederspiegelt. Die MTT-Tests
wurden als Verfahren zur Messung der Mitochondrien-Aktivitat der Zellen genutzt. Somit
konnen Aussagen Uber die Vitalitat der untersuchten Karzinomzellen gemacht werden. Mit
Hilfe der BrdU-Tests kann die Menge an wachstumsaktiven, sich vermehrenden Zellen be-
stimmt werden. Somit kénnen sowohl der MTT- als auch der BrdU-Test zur Beurteilung des

Proliferationsverhaltens der Zellkulturen herangezogen werden.

5.1.1. Linum usitatissimum-Wurzelextrakt

Grundsatzlich lasst sich in allen drei Testmethoden ein zytotoxischer/inhibitorischer Effekt
des Wurzelextrakts sowohl auf MCF-7 als auch auf BT20 in den hohen Konzentrationen fest-
stellen, wobei nicht beide Zelllinien gleichmassig betroffen sind. In den MTT-Tests beginnt
die Wirkung ab einer Konzentration zwischen 100 und 500 pg/ml. Bei den BrdU-Tests sind
relevante Wirkungen schon friher ab ca. 50 pg/ml zu erkennen. GrofRe Unterschiede sind in
den LDH-Tests zu beobachten. Grundsatzlich steigt die Wirkstarke des Extrakts in allen drei
Testmethoden mit Erhohung der Konzentration an. In den niedrigeren Konzentrationen lassen
sich dagegen keine relevanten Effekte auf die Zellen nachweisen.

Vergleicht man die Wirkungen des Extrakts auf MCF-7 und BT20 in den LDH-Tests, so sieht
man deutlich unterschiedliche Wirkstarken in Abhangigkeit von der Zelllinie. So kann bei
500 und 1000 pg/ml eine sehr viel starkere Wirkung des Extrakts auf MCF-7 als auf BT20
beobachtet werden, mit der grofiten Differenz von bis zu 67 % bei 500 pg/ml. Bei BT20 wirkt
das Extrakt nur bei 1000 pg/ml deutlich und mit 38 % eher schwach (Abb. 40).
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Abb. 40: Vergleichsdarstellung der Wirkungen des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 und BT20 in den
LDH-Tests

In den MTT-Tests kann zwar ebenfalls eine zytotoxische Wirkung der hohen Extrakt-
Konzentrationen auf beide Zelllinien festgestellt werden, jedoch finden sich hier keine we-
sentlichen Unterschiede zwischen MCF-7 und BT20. Dagegen sind bei einem Vergleich der
Ergebnisse der BrdU-Tests erneut deutliche Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien zu
verzeichnen, wobei das Wurzelextrakt - wie schon in den LDH-Tests - starker auf MCF-7 als
auf BT20 wirkt. Zwar sind die Differenzen Kkleiner als in den LDH-Tests, aber dennoch in
allen hohen Konzentrationen mit Unterschieden von bis zu 23 % Differenz bei 500 pg/ml gut
zu erkennen (Abb. 41).
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Abb. 41: Vergleichsdarstellung der Wirkungen des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 und BT20 in den
BrdU-Tests
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5.1.2. Phytoestrogene

Bei den Wirkungen der Phytoestrogene zeigt Genistein die deutlichsten Ergebnisse. In seiner
hdchsten Konzentration wirkt es in allen drei Testverfahren, z.T. auf beide Zelllinien, zytoto-
xisch/hemmend. Dagegen wirkt sein Glykosid Genistin in der hdchsten Konzentration im
MTT-Test stimulierend auf BT20. In den niedrigeren Konzentrationen von Genistein sieht
man zum Teil milde stimulierende Wirkungen im MTT-Test. Desweiteren hemmt
Secoisolariciresinol in seiner hdchsten Konzentration die Zellproliferation beider Zelllinien
im BrdU-Test.

Vergleicht man die Wirkungen von Genistein zwischen den beiden Zelllinien in den LDH-
Tests, zeigt sich nur bei MCF-7 eine relevante Zytotoxizitat von rund 32 % Zellletalitat bei
50 pg/ml, wéhrend bei BT20 keinerlei Zellletalitat zu sehen ist (Abb. 42).
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Abb. 42: Vergleichsdarstellung der Wirkungen von Genistein auf MCF-7 und BT20 in den LDH-Tests

=

In den MTT-Tests scheint Genistein in den Konzentrationen von 5 und 10 pg/ml leicht stimu-
lierend auf die Vitalitdt von MCF-7 zu wirken, jedoch mit geringen Werten von deutlich unter
130 %. Diese Wirkung ist bei BT20 nicht zu sehen, mit Ausnahme einer schwachen Erhéhung
der Vitalitat bei 5 pg/ml. Dagegen hemmt Genistein die Zellvitalitdt von BT20 bei 50 pg/ml
deutlich, die von MCF-7 jedoch kaum (Abb. 43).
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Abb. 43: Vergleichsdarstellung der Wirkungen von Genistein und Genistin auf MCF-7 und BT20 in
den MTT-Tests

In den BrdU-Tests tbt Genistein sowohl bei 10 als auch bei 50 pg/ml einen tendenziell star-
keren Einfluss auf BT20 aus als auf MCF-7, wobei die Unterschiede mit knapp 10 % Diffe-
renz relativ gering sind. Die Wirkungen von Secoisolariciresinol bei 50 pg/ml sind mit einer

Proliferationshemmung auf rund 70 % bei beiden Zelllinien &hnlich (Abb. 44).
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Abb. 44: Vergleichsdarstellung der Wirkungen von Genistein und Secoisolariciresinol auf MCF-7 und
BT20 in den BrdU-Tests

5.1.3. Kontrollsubstanzen

Tamoxifen fuhrt schon ab ca. 5 pg/ml aufwarts zu einer starken Zytotoxizitdt/Hemmung in
allen drei Testverfahren, wobei auch hier z.T. Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien
erkennbar sind. Die Wirkungen des Estradiols sind dagegen tberschaubar. Einmalig zeigt es

einen proliferationsstimulierenden Effekt auf BT20 im MTT-Test. Daneben wirkt es z.T.
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hemmend in seiner hochsten Konzentration, jedoch nicht immer auf beide Zelllinien und kon-
stant in allen Testmethoden.

Vergleicht man die Wirkungen zwischen beiden Zelllinien, lasst sich der zytotoxische Effekt
von Tamoxifen in den LDH-Tests mit einer durchschnittlichen Zellletalitat von rund 80 % bei
5, 10 und 50 pg/ml beziffern. Dabei ist die Wirkung auf beide Zelllinien, bis auf eine Diffe-
renz von ca. 22 % bei 5 pg/ml, &hnlich (Abb. 45).

Abb. 45: Vergleichsdarstellung der Wirkungen von Tamoxifen auf MCF-7 und BT20 in den LDH-
Tests

In den MTT-Tests hat Tamoxifen auf BT20 einen potenteren Einfluss als auf MCF-7, wobei
der maximale Unterschied hier ca. 28 % bei 10 pg/ml betragt. 17p-Estradiol stimuliert die
Proliferation von BT20 bei 5 pg/ml auf fast 130 %, wéhrend bei MCF-7 keine Wirkung zu
sehen ist. Die hemmende Wirkung des Estradiols in seiner hochsten Konzentration ist auf

beide Zelllinien in etwa gleich stark ausgepragt (Abb. 46).
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Abb. 46: Vergleichsdarstellung der Wirkungen von Tamoxifen und 17p-Estradiol auf MCF-7 und
BT20 in den MTT-Tests

Betrachtet man die Wirkungen in den BrdU-Tests, wird erneut eine starkere Wirkung des
Tamoxifens auf BT20 mit einer maximalen Differenz von 62 % zu MCF-7 bei 10 pg/ml deut-
lich. Bei 17B-Estradiol gibt es zwischen den Zelllinien, auf3er einem leicht starkeren Effekt
auf MCF-7 bei 50 pg/ml (Differenz: 13 %), keine nennenswerten Unterschiede (Abb. 47).
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Abb. 47: Vergleichsdarstellung der Wirkungen von Tamoxifen und 17p-Estradiol auf MCF-7 und
BT20 in den BrdU-Tests

5.2. Interpretation der Ergebnisse
5.2.1. Expression der Hormonrezeptoren
Die in den immunhistochemischen Untersuchungen beobachteten Rotfarbungen der Zell-

membranen deuten auf eine Anfarbung der jeweiligen auf der Zelloberflache exprimierten
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Hormonrezeptoren hin, was somit das VVorhandensein des jeweiligen Rezeptortyps beweist.
So fanden sich bei MCF-7, analog zu den Angaben in der Literatur, positive Nachweise von
ERa, ERP und PR [Brooks SC et al., 1973; Brandes LJ et al., 1983]. Im Gegensatz dazu
konnten bei BT20 keine der oben genannten Hormonrezeptoren nachgewiesen werden, was
ebenfalls mit der Literatur Gbereinstimmt [Castles CG et al., 1993]. Beziglich den unter-
schiedlichen Farbintensitdten zwischen den verschiedenen Rezeptortypen bei MCF-7 l&sst
sich eine unterschiedlich starke Expression vermuten: ERa (+++) > ERP (++) > PR (+). Die
bei der Hormonrezeptor-negativen Zelllinie BT20 erkennbaren leichten Rotfarbungen, die nur
im Bereich der Vakuolen auftreten, muissen als Artefakt angesehen werden. Vermutlich drang
der Farbstoff in die Vakuolen ein und konnte durch das Spulen nicht ausreichend entfernt

werden.

5.2.2. Beteiligung der Hormonrezeptoren an den Wirkungen

In etwa 70 % aller Brustkrebserkrankungen I&sst sich eine Expression der ER feststellen, wo-
bei in diesen Féllen v.a. Estrogen fur das Tumorwachstum verantwortlich gemacht wird [Rice
S et al., 2006]. Aber auch PR konnen auf Brustkrebszellen exprimiert sein. lhr Einfluss in
Zusammenhang mit dem Wachstumsverhalten von Mammakarzinomen ist jedoch bisweilen
noch wenig verstanden [Lange CA, 2008]. Im Folgenden wird deshalb nur die Beteiligung der
ER diskutiert.

Wie schon oben beschrieben, hatte das Linum usitatissimum-Wurzelextrakt sowohl im LDH-
als auch im BrdU-Test eine deutlich potentere antikanzerogene Wirkung auf MCF-7 als auf
BT20. Dies suggeriert, dass maRgeblich ER-abhangige Mechanismen am Wirkmechanismus
des Extrakts beteiligt sind, wenn man davon ausgeht, dass der ER-Status die Ursache fir den
Wirkunterschied zwischen den beiden Zelllinien ist. Eine alternative Erklarung kénnte auch
eine hohere Sensitivitat der MCF-7 Zellen gegenliber dem Wurzelextrakt im Vergleich zu
BT20 sein. Da auch BT20 als ER-negative Zelllinie, wenn auch nur schwach, auf das Extrakt
ansprach, lasst sich schlussfolgern, dass auch andere, ER-unabh&ngige Mechanismen, an der
antikanzerogenen Wirkung beteiligt sein mussen. Entsprechende Literatur, in der das Prolife-
rationsverhalten von Mammakarzinomzellen im Zusammenhang mit Wurzelextrakten aus der
Leinpflanze in vitro untersucht wurde, gibt es aufRerhalb unserer Forschungsgruppe bisher
nicht. Jedoch zeigten verschiedene in vivo Studien an M&usen, dass diatisch zugefuhrte Lein-
samen das Tumorwachstum von sowohl MCF-7 als auch von diversen ER-negativen

Mammakarzinom-Zelllinien reduzierten [Chen J et al., 2002 und 2007].
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Auch bei den getesteten Phytoestrogenen lassen sich, aufgrund von Wirkunterschieden zwi-
schen MCF-7 und BT20, Vermutungen bezuglich der Beteiligung der ER an den Wirkungen
aufstellen. Die Beobachtung, dass Genistein im LDH-Test nur bei MCF-7 zytotoxisch wirkte,
lasst die Annahme zu, dass es seine Zytotoxizitat Giber den ER vermittelt. Dagegen verursach-
te es im MTT-Test nur bei BT20, im BrdU-Test aber bei beiden Zelllinien antiproliferative
Effekte, wobei bei letzterem BT20 sogar etwas stérker betroffen war. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass die ER hier vermutlich nicht malgeblich an den hemmenden Mechanismen des
Genisteins auf Zellvitalitat und -proliferation beteiligt sind, sondern vielmehr andere ER-
unabhangige Mechanismen eine Rolle spielen. Ahnliches gilt auch fir das Lignan
Secoisolariciresinol, welches im BrdU-Test ebenfalls auf beide Zelllinien Wirkung zeigte.
Dagegen verursachte Genistein in niedrigen Konzentrationen eine milde Stimulation von
MCF-7. Da BT20 davon kaum betroffen war, ist hier ein ER-abhangiger Mechanismus bei
der Stimulation von MCF-7 anzunehmen. Auch das Glykosid Genistin wirkte im MTT-Test
stimulierend, aber auf BT20 und nicht auf MCF-7. Das spricht dafr, dass die Proliferation
der BT20 Zellen ebenso stimuliert werden kann, allerdings ER-unabhéngig. Eventuell kdnnte
BT20 bezlglich dieses Mechanismus des Genistins auch sensitiver sein als MCF-7.

Bei den getesteten Kontrollsubstanzen wirkte Tamoxifen v.a. in den MTT- und BrdU-Tests
stérker inhibitorisch auf BT20 als auf MCF-7, was vermuten lasst, dass das Antidstrogen Ta-
moxifen ebenfalls v.a. ER-unabhéngige Mechanismen benitzt, um seine Hemmung auf den
Zellstoffwechsel zu vermitteln. Dies Uberrascht, da fir Tamoxifen, als eine Substanz aus der
Gruppe der SERMs, eigentlich ein ER-vermittelter Mechanismus angenommen wurde [Oseni
T et al., 2008]. 17p-Estradiol stimulierte in niedriger Konzentration die Proliferation von
BT20 in den MTT-Tests. Hier lasst sich erneut erkennen, dass sich die ER-negative Zelllinie
BT20 wahrscheinlich anderer, ER-unabhéngiger Signalmechanismen bedient, durch welche
sie zu einer Proliferation angeregt werden kann. Hohe 17B-Estradiol-Konzentrationen dage-
gen hemmten z.T. die Zellvitalitdt und -proliferation beider Zelllinien, was erneut fir eine
ER-unabhangige Signaltransduktion bezuglich der Hemmeffekte spricht.

5.2.3. Wirkungen der Phytoestrogene

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen die in der Literatur verbreitete These, dass
Genistein konzentrationsabhangig, in niedrigen Konzentrationen stimulierend und in hohen
inhibierend, auf MCF-7 Zellen in vitro wirkt. Dabei fallen bei Betrachtung der vorliegenden
Ergebnisse v.a. die antiproliferativen Wirkungen des Genisteins auf MCF-7 in der hdchsten

Konzentration auf. Auch viele andere Studien zeigen diese Effekte auf MCF-7 in vitro, wobei
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hierbei sehr komplexe, tendenziell ER-unabhdngige Mechanismen fur die Proliferationshem-
mung angenommen werden [Chen WF et al., 2003; Shim HY et al., 2007; Leung LK et al.,
2000]. Auf der anderen Seite sind in unseren Untersuchungen bei niedrigen Genistein-
Konzentrationen auch geringe proliferative Effekte auf MCF-7 gesehen worden. Auch hier
gibt es Studien, in denen &hnliche Effekte des Genisteins auf MCF-7 in vitro gezeigt wurden,
wobei hier vermutlich ER-abhéngige Mechanismen verantwortlich sind, indem Genistein als
Estrogen-Agonist wirkt und somit eine Genexpression induziert [Hsieh CY et al., 1998;
Maggiolini M et al., 2001]. Da diese Effekte in unseren Untersuchungen nur in den MTT-
Tests, und dort auch nur sehr schwach, zu sehen waren, gehen wir davon aus, dass die Inkuba-
tionszeit der Zellen zu kurz war, sodass eine ER-abhangige Genexpression nicht vollstandig
ablaufen konnte. Die Tatsache, dass die Ergebnisse nur in den MTT-Tests zu sehen waren,
lasst auch fur eine mitochondrielle Beteiligung vermuten. Betrachtet man den Einfluss von
Genistein auf BT20, sieht man, dass es auch hier in seiner hochsten Konzentration antiprolife-
rativ wirkt. Studien, in denen BT20 Zellen mit Genistein in vitro getestet wurden, sind rar,
berichten jedoch ebenfalls tber eine proliferationshemmende Wirkung in hohen Konzentrati-
onen [Cappelletti V et al., 2000; Peterson G et al., 1996]. Proliferative Wirkungen niedriger
Genistein-Konzentrationen auf BT20 konnten in unseren Untersuchungen nicht festgestellt
werden, was die These bestatigt, dass die proliferativen Effekte bei MCF-7 wahrscheinlich
uber die ER vermittelt werden. Die Tatsache, dass Genistein auch bei BT20 anti-proliferative
Effekte verursachte, bestétigt die Annahme, dass diese vermutlich durch ER-unabhangige
Mechanismen induziert werden, zumindest was die BT20 Zellen betrifft. Eine Beteiligung der
ER beziiglich der MCF-7 Zellen ist jedoch méglich [Shao ZM et al., 2000]. In den letzten
Jahren wurden zahlreiche in vitro-Mechanismen des Genisteins diskutiert. Man geht davon
aus, dass es auf sehr unterschiedliche und komplexe Weise auf Gene Einfluss nehmen kann,
die in der Regulation der Zellproliferation, Apoptose, Onkogenese, Transkription und
Signaltransduktion eine Rolle spielen. Diese Effekte konnten beispielsweise durch spezifische
Wirkungen auf Akt, NF-kB, MMPs und Bax/Bcl-2 Signalwege verursacht werden [Banerjee
S, 2008 et al.; Sarkar FH et al., 2006].

Entgegengesetzt zu Genistein verhielt sich das entsprechende Glykosid Genistin, welches in
seiner hochsten Konzentration, allerdings nur im MTT-Test und was die BT20 Zellen betrifft,
eine proliferationsstimulierende Wirkung zeigte. Es wird somit deutlich, dass sich die Wir-
kungen des Genisteins abhéngig vom Status der Glykosylierung unterscheiden kénnen. Inwie-
fern dies auch auf andere Isoflavone tbertragbar ist, muss in weiteren Versuchen geklart wer-

den. Bisher wurde nur spekuliert, dass sich Genistin, verglichen mit seinem freien Aglykon
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Genistein, praktisch inaktiv gegentiber Krebszellen verhélt [Polkowski K et al., 2004]. Des-
weiteren wurden fur einige Isoflavon-Glykoside schwache estrogene Wirkungen in vitro be-
schrieben, allerdings bei niedrigeren Konzentrationen als es hier der Fall war [Zhang Y et al.,
1999]. Die Tatsache, dass der stimulierende Effekt von BT20 nur im MTT-Test vorkam, lasst
an einen mitochondriellen Wirkmechanismus denken.

Die antiproliferativen Wirkungen des Secoisolariciresinols auf beide Zelllinien korrelieren
mit Ergebnissen aus in vivo-Studien, in denen didtisch zugefiihrtes Lariciresinol, ein Derivat
des Secoisolariciresinols, antikanzerése Wirkungen auf MCF-7 Heterotransplantate in Ratten
zeigte [Saarinen NM et al., 2008]. Die Tatsache, dass sich die Wirkungen des
Secoisolariciresinols nur im BrdU-Test zeigten, weist auf die Transkription beeinflussende
Mechanismen, wie z.B. eine Hemmung der DNA-Replikation, hin [Wang C et al., 1997]. Der
Mechanismus scheint dabei unabhangig vom ER zu sein, zumindest was BT20 betrifft. Be-
trachtet man den Metabolismus des Secoisolariciresinols im Menschen (siehe 1.4.4.), sollte
man jedoch den Saugerlignanen END und ENL mehr Aufmerksamkeit schenken, da diese
nach der Einnahme von Secoisolariciresinol die Hauptmetaboliten in der Zirkulation und
wahrscheinlich auch im peripheren Gewebe sind [Kuijsten A et al., 2005]. Dennoch zeigen die
vorliegenden Ergebnisse einen antiproliferativen Effekt hoher Secoisolariciresinol-
Konzentrationen sowohl auf MCF-7 als auch auf BT20 in vitro, was in der Literatur bislang
noch nicht beschrieben wurde. Eine proliferationssteigernde Wirkung der Lignane konnte
hingegen nicht beobachtet werden.

Daidzein, welches dhnlich wie Genistein daflr bekannt ist, konzentrationsabhangig auf MCF-
7 in vitro zu wirken [Choi EJ et al., 2008; Sathyamoorthy N et al., 1997], zeigte keine rele-

vanten Wirkungen. Ebenso konnten keine Effekte auf BT20 gesehen werden.

5.2.4. Wirkungen der Kontrollsubstanzen

Was die Effekte von Tamoxifen auf MCF-7 betrifft, ist bekannt, dass Tamoxifen in vitro
hauptséachlich Gber eine ER-abhangige Modulation der Gen-Expression eine Arretierung des
Zellzyklus und somit eine Hemmung der Zellproliferation sowie aulRerdem Apoptose initiie-
ren kann [Perry RR et al., 1995; Otto AM et al., 1996; Zheng A et al., 2007]. Wie schon oben
(siehe 5.2.1.) erwahnt, zeigte Tamoxifen aber auch zytotoxische und hemmende Wirkungen
auf BT20. In verschiedenen Studien konnten diese Hemmeffekte des Tamoxifens ebenfalls
auf andere ER-negative Mammakarzinomzellen in vitro gezeigt werden [Bardon S et al.,
1984; Perry RR et al., 1995; Bachmann-Moisson N et al., 1996]. Diese Ergebnisse zeigen,
dass auch ER-unabhangige, wahrscheinlich nicht-genomische Mechanismen vorhanden sind,
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durch welche Tamoxifen seine Wirkung induzieren kann [Zheng A et al., 2007]. Diesbezlig-
lich werden eine Reihe an verschiedenen Mechanismen, z.B. eine Modulation der
Calciumsignalwege, Hemmung der Estrogen-abhéngigen Protein-Kinase C, Induktion von
oxidativem Stress und mitochondrialer Dysfunktion sowie eine Rolle des EGFR und TGFf
diskutiert [Zhang W et al., 2000; Boyan BD et al., 2003; Gundimeda U et al., 1996; Zheng A
etal., 2007; Perry RR et al., 1995].

Hinsichtlich der Wirkungen des Estradiols gilt, dass es - ahnlich wie Genistein - in der Lage
ist, das Wachstumsverhalten von MCF-7 konzentrationsabhéngig zu beeinflussen. So stimu-
lieren niedrige 17p-Estradiol-Spiegel die Zellen, wahrend sie bei hohen gehemmt werden. Fir
die proliferativen Effekte werden dabei ER-abhdngige Mechanismen verantwortlich gemacht.
Dabei werden sowohl verschiedene genomische, z.B. eine Induktion der bcl-2 Expression,
welche die Apoptose hemmt, als auch schnellere, nicht-genomische, Membran-vermittelte
Signalmechanismen, z.B. extranukleare Signalwege, die den IGF1R und den EGFR einbezie-
hen und verschiedene Signalkaskaden aktivieren, diskutiert [Dong L et al., 1999; Song RX,
2006]. Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, lieR sich trotz positivem ER-
Status keine relevante Stimulation der Zellproliferation von MCF-7 durch niedrige 17p-
Estradiol-Konzentrationen zeigen. Dies konnte z.T. durch eine zu kurze Inkubationszeit der
Zellen erklart werden, geht man davon aus, dass Wachstumsprozesse zugrunde liegen, welche
zunachst auf genetischer Ebene induziert werden missen. Mdglich wére auch, dass 17p-
Estradiol zwar iiber den ERa stimulierend wirkt, jedoch auch gleichzeitig eine wachstumsin-
hibierende Wirkung iiber den ERP, wahrscheinlich Gber Einflussnahme auf die Expression
von Schlisselgenen des Zellzyklus, auslbt [Koehler KF et al., 2005]. In der hohen Konzent-
ration zeigte das 17p-Estradiol dagegen einen hemmenden Effekt auf MCF-7. Dieser war al-
lerdings nur im BrdU-Test deutlich zu sehen. Es ist bekannt, dass es unter Hormoniiberschuss
zu einer Reduktion der ER mRNA-Level in MCF-7 Zellen in vitro kommt, was zu einer Re-
zeptor-Downregulation und Internalisierung der ER fuhrt, wodurch das Wachstum verringert
wird [Pink JJ et al., 1996]. Desweiteren wurden auch die BT20 Zellen, allerdings nur im
MTT-Test sichtbar, durch hohe 17p-Estradiol-Konzentrationen gehemmt. Dies korreliert mit
anderen wissenschaftlichen Untersuchungen, in denen ebenfalls ein hemmender Effekt hoher
17B-Estradiol-Konzentrationen auf ER-negative Mammakarzinomzellen in vitro gezeigt wur-
de [Urazumi K, 1990]. Insgesamt basieren die Hemmeffekte - sowohl bei MCF-7 als auch bei
BT20 - vermutlich auf ER-unabhdngigen Mechanismen. Daftr spricht auch, dass die Effekte
bereits nach kurzer Inkubationszeit der Zellen auftraten, also nicht erst Uber eine ER-

abhéngige transkriptionelle Aktivierung ausgeldst werden mussten.
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5.2.5. Rolle der Phytoestrogene in den Wirkungen des Wurzelextrakts

In der Massenspektrometrie wurden der Flavonoid- und Lignananteil des Linum
usitatissimum-Wurzelextrakts auf 2,4 und 1,9 % beziffert. Hochgerechnet auf die in dieser
Arbeit verwendeten, beiden hohen Wurzelextrakt-Konzentrationen, welche starke antikanze-
rogene Wirkungen auf beide Zelllinien zeigten, wirde dies bei einer Extrakt-Konzentration
von 500 pg/ml einer Flavonoid- bzw. Lignan-Konzentration von 12 bzw. 9,5 pug/ml, bei 1000
pg/ml einer Konzentration von 24 bzw. 19 pg/ml entsprechen. Da die Phytoestrogene, einzeln
betrachtet, jedoch keine relevanten Wirkungen in diesen Konzentrationsbereichen verursach-
ten, ware anzunehmen, dass sich ihre Wirkungen addieren oder ggf. sogar potenzieren, um
schlieBlich den Effekt des Wurzelextrakts zu erzeugen. Dies setzt aber voraus, dass diese
Phytoestrogene die einzigen wirksamen Substanzen in dem hergestellten Wurzelextrakt sind.
Sehr viel wahrscheinlicher ist es jedoch, dass eine Reihe anderer Substanzen, die in dem Ex-
trakt enthalten sind, an seiner Wirkung auf die Mammakarzinomzellen in vitro beteiligt sind.
Die Beobachtung, dass die zytotoxischen/hemmenden Effekte der hohen Wurzelextrakt-
Konzentrationen bei den MTT-Tests zwischen 100 und 500 pg/ml, in den BrdU-Tests jedoch
schon ab 50 pg/ml beginnen, lasst vermuten, dass wahrscheinlich Mechanismen beteiligt sind,
die in die Replikations- und/oder Transkriptionsprozesse der DNA der Zellen eingreifen. Dies
konnte durchaus ER-vermittelt ablaufen, zeigen die vorliegenden Ergebnisse doch einen stér-
keren Einfluss des Extrakts auf MCF-7 als auf BT20. Im Gegensatz dazu werden fur die
Hemmeffekte der Phytoestrogene jedoch eher ER-unabhangige Mechanismen vermutet (siehe
5.2.3.). Dies konnte daher ein Hinweis darauf sein, dass die Phytoestrogene, wenn iberhaupt,
nur eine kleinere Rolle in der antikanzerogenen Wirkung des Wurzelextrakts spielen.

5.2.6. Mdgliche Wirkstoffe des Linum usitatissimum-Wurzelextrakts

Wie die Massenspektrometrie zeigt, enthélt das in dieser Arbeit hergestellte Linum
usistassimum-Wurzelextrakt zu einem groBen Teil Sterole/Triterpene (21,4 %) und freie,
langkettige gesattigte und ungesattigte Fettséuren (17,8 %). Geht man davon aus, dass nicht
nur die Phytoestrogene, sondern mehrere einzelne Substanzen an der antikanzerogenen Wir-
kung des Extrakts auf die Mammakarzinomzellen beteiligt sind, ist es deswegen naheliegend
anzunehmen, dass diese Stoffgruppen einen mafgeblichen Anteil an der Wirkung des Ex-
trakts haben.

Phytosterole, auch Phytosterine genannt, sind Fettbestandteile, die meist als strukturelle
Komponenten in der Zellmembran von Pflanzen fungieren. Dabei ist das -Sitosterin mit ca.

65 % das in der normalen Nahrung am hdufigsten vertretene Phytosterin. Untersuchungen


http://de.wikipedia.org/wiki/Zellmembran
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haben gezeigt, dass dieses in vitro Apoptose von MCF-7 Zellen ausldésen kann [Awad AB et
al., 2007]. So werden die Phytosterole seit den letzten Jahren zunehmend als antikanzerogene
Substanzen diskutiert [Woyengo TA et al., 2009].

Eine weitere Rolle scheinen auch die Terpene, eine Gruppe von sekundaren, meist pflanzli-
chen Naturstoffen, zu spielen. Insgesamt sind Terpene sehr heterogene Substanzen und wei-
sen eine groRe Vielfalt auf. Sie werden u.a. als umweltfreundliche Insektizide, antimikrobielle
Substanzen oder Geruchs- oder Geschmacksstoffe in Parfumen und kosmetischen Produkten
eingesetzt. Fur verschiedene Triterpene, wie z.B. Ursolsdure, Ginsenoside, Cucurbitacin wur-
den aber auch antikanzerogene Effekte auf MCF-7 sowie auf ER-negative Mammakarzinom-
Zelllinien in vitro gezeigt [Yoon H et al., 2008; Oh M et al., 1999; Tannin-Spitz T et al.,
2007].

Auch die langkettigen gesattigten und ungesattigten Fettsduren kénnten an den Wirkungen
des Extrakts beteiligt sein. Hier soll v.a. die a-Linolensdure, welche reichlich in den Samen
des Leins vorkommt und eine maligebliche Rolle an deren antikanzerogenen Wirkungen auf
Mammakarzinome in vivo (Mausen) spielen soll, hervorgehoben werden [Chen J et al., 2007;
Wang L et al., 2005]. Auch in verschiedenen in vitro-Studien wurden hemmende Effekte von
ungeséttigten Omega-3-Fettsduren, u.a. der a-Linolenséure, auf Mammakarzinomzellen, auch
auf MCF-7, nachgewiesen [Kim JY et al., 2009; Chajés V et al., 1995].

Ferner kommen verschiedene Mykotoxine, wie z.B. Zearalenon bzw. a-Zearalenol, ein dem
17B-Estradiol strukturell sehr &hnlicher Stoff, in Betracht. Diese von Schimmelpilzen
(Fusarien) produzierte Substanz, welche zu den Mykoestrogenen gezahlt wird, konnte an den
Wurzeln des amerikanischen und asiatischen Ginsengs nachgewiesen werden. Es besitzt eine
hohe Bindungsaffinitat zu den ER, wobei eine genaue Wirkungsweise allerdings noch nicht
beschrieben werden konnte [Gray SL et al., 2004]. Solche oder &hnliche Mykotoxine kénnten
sich auch an Wurzelbestandteilen des Leins befinden. Deswegen sollte auch an solche oder

ahnliche Substanzen gedacht werden.
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6. Zusammenfassung

Das Interesse an einer gesunden Lebensweise, einer gesunden Erndhrung und pflanzlichen
Alternativen zur Schulmedizin hat in den letzten Jahren sehr stark zugenommen. Dabei wird
die Stoffklasse der Phytoestrogene u.a. im Hinblick auf die priméare und sekundére Krebspra-
vention beim Mammakarzinom sowie als Alternative zur HRT seit Jahren vielfach diskutiert.
Aufgrund von in vivo-Studien, meist an Mdusen, in denen diétisch zugefuhrte Leinsamen,
welche bekanntermallen reich an  Phytoestrogenen sind, antikanzerogen auf
Mammakarzinomzellen wirkten, wurden daraufhin verschiedene Rohextrakte aus verschiede-
nen Bestandteilen der Leinpflanze bezuglich ihrer Wirkung in vitro untersucht. Dabei zeigten
sich z.T. vielversprechende Ergebnisse, wobei die Extrakte aus den Wurzeln des Leins am
starksten antikanzerogen zu wirken schienen. Viele Aspekte beziiglich der eigentlich wirksa-
men Substanzen, insbesondere der Phytoestrogene, sowie deren Signalmechanismen und
Wechselwirkungen sind jedoch bei weitem noch nicht verstanden.

In der vorliegenden Arbeit erfolgten die Herstellung eines ethanolischen Extrakts aus Wur-
zeln der Leinpflanze (Linum usitatissimum) und dessen anschlieBende Untersuchung beziig-
lich der Wirkung auf das Wachstum zweier unterschiedlicher Mammakarzinom-Zellinien,
MCF-7 und BT20. Diese wurden zuvor immunhistochemisch untersucht, wobei fir MCF-7
die Expression von ERa (+++), ERB (++) und PR (+) an der Zelloberfliche nachgewiesen
wurde, wohingegen die BT20-Zelllinie negativ beziiglich dieser Rezeptoren war. Zusétzlich
zu dem Wurzelextrakt wurden die Wirkungen verschiedener einzelner Phytoestrogene auf die
Karzinomzellen untersucht. Dabei wurden die Isoflavone Genistein und Daidzein, ihre jewei-
lige glykosidische Form Genistin und Daidzin sowie das Lignan Secoisolariciresinol verwen-
det. Als Kontrollsubstanzen dienten auflerdem das Chemotherapeutikum Tamoxifen sowie
das Estrogen 17p-Estradiol. Die genannten Testsubstanzen wurden dabei in verschiedenen
Konzentrationen untersucht. Um eine qualitative und quantitative Analyse der Inhaltsstoffe
des Wurzelextrakts zu erhalten, wurde dieses massenspektrometrisch untersucht, wobei als
Hauptinhaltsstoffe hierbei die Stoffklassen der Sterole und Triterpene (21,4 %) sowie der
langkettigen geséattigten und ungesattigten Fettsdauren (17,8 %) gefunden wurden. Die
Flavonoide (2,4 %), darunter auch die Isoflavone, und Lignane (1,9 %) dagegen machten nur
einen kleinen Teil der Inhaltsstoffe aus.

Die Untersuchungen beziglich der Wirkungen des Extrakts, der Phytoestrogene sowie der
Kontrollsubstanzen auf die Mammakarzinomzellen erfolgte mit Hilfe von drei unterschiedli-

chen Testverfahren in vitro, wobei einerseits die Zytotoxizitdt (LDH-Test) andererseits der
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Einfluss auf Zellvitalitat und -proliferationsverhalten (MTT-/BrdU-Test) der Substanzen un-
tersucht wurden.

In den Ergebnissen zeigte das Linum usitatissimum-Wurzelextrakt in seinen hohen Konzen-
trationen zytotoxische/proliferationshemmende Effekte auf MCF-7 und BT20 in vitro, wobei
dafur groftenteils ER-abhéngige, aber auch ER-unabhéngige Wirkmechanismen vermutet
werden. Von den einzelnen Phytoestrogenen verursachte v.a. Genistein in hoher Konzentra-
tion hemmende Effekte auf beide Zelllinien in vitro. Daneben wurde aber auch fir
Secoisolariciresinol, in hoher Konzentration, eine antikanzerogene Wirkung auf MCF-7 und
BT20 in vitro gezeigt. Die Phytoestrogene schienen ihre Hemmeffekte dabei hauptséchlich
uber komplexe ER-unabhangige Mechanismen zu vermitteln. In niedriger Konzentration zeig-
te Genistein jedoch auch milde proliferationsstimulierende, wahrscheinlich ER-abhédngige,
Wirkungen. Im Gegensatz zu Genistein verursachte seine glykosidische Form Genistin in
hoher Konzentration eine erhohte Zellproliferation von BT20. Es kdnnen deshalb Wirkunter-
schiede abhéngig vom Status der Glykosylierung der Isoflavone vermutet werden. Tamoxifen
hemmte beide Zelllinien schon ab niedrigeren Konzentrationen aufwaérts, wobei es hauptsach-
lich Uber ER-unabhangige Mechanismen zu wirken schien. 17B-Estradiol verursachte in hoher
Konzentration ebenfalls eine Hemmung beider Zelllinien. Auch hier entstand der Eindruck,
dass die ER in der Signaltransduktion unbeteiligt sind. Die BT20 Zellen konnten durch nied-
rige Estradiol-Konzentrationen stimuliert werden, was zeigt dass diese ER-unabhéngig zur
Proliferation angeregt werden kdnnen.

Zusammengefasst spielen ER-abhéngige Wirkmechanismen in den durch die Phytoestrogene
und  Kontrollsubstanzen  verursachten =~ Hemmungen  der  hier  verwendeten
Mammakarzinomzellen wahrscheinlich keine bedeutende Rolle, zumindest was die BT20
Zellen angeht. Wahrscheinlicher ist eine Beteiligung von ER-unabhéngigen Wirkmechanis-
men an den antikanzerogenen Wirkungen, wobei in den letzten Jahren eine Vielzahl diskutiert
wurde. Bisher gibt es jedoch keine klaren Ergebnisse. Vergleicht man die Wirkungen des
Wurzelextrakts mit denen der einzelnen Phytoestrogene, lasst sich zusammenfassend vermu-
ten, dass die Phytoestrogene zwar an der Wirkung des Extrakts beteiligt sein mogen, das Ex-
trakt als pflanzliches Vielstoffgemisch jedoch (ber zahlreiche andere Inhaltsstoffe verflgt,
welche nachweislich antikanzerogen auf Mammakarzinomzellen wirken kénnen. Somit setzt
sich die Wirkung des Wurzelextrakts wahrscheinlich aus einem komplexen Zusammenspiel

mehrerer bekannter und noch unbekannter Substanzen zusammen.
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7. Ausblick

Die Thematik dieser Arbeit sowie die ihr zugrunde liegende Zielsetzung und ausgewahlten
Methoden sind der onkologischen Grundlagenforschung zuzuordnen. In dieser Arbeit wurden
Ergebnisse bezuglich der Wirksamkeit eines ethanolischen Linum usitatissimum-
Wourzelextrakts auf das Wachstum von Mammakarzinomzellen in vitro sowie einer Beteili-
gung verschiedener Phytoestrogene und anderer Inhaltsstoffe an den Wirkungen des Extrakts
erzielt. In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit und den wenigen vorhandenen Studien
uber die Wirkung der Leinwurzel auf humane Zellen, steht die Forschung hier jedoch noch
am Anfang der Entwicklung. Es bedarf nun weitergehender Untersuchungen, um die ent-
scheidenden Substanzen zu isolieren sowie deren Wirkmechanismen zu entschlisseln. Dazu
konnten u.a. folgende Experimente durchgefiihrt werden:

- Genauere Aufschlisselung des Wurzelextrakts bzw. seiner einzelnen Stoffklassen durch
z.B. fraktionierte Chromatographie oder erneute Massenspektrometrie der einzelnen Frak-
tionen

- Kombination des Wurzelextrakts mit bekannten Chemotherapeutika (z.B. Tamoxifen) zu
Beurteilung sich potenzierender oder beeinflussender Effekte

- Testung verschiedener Phytoestrogen-Kombinationen bzw. Kombinationen von
Phytoestrogenen mit bekannten Chemotherapeutika (z.B. Tamoxifen)

- Testung des Wurzelextrakts und der Phytoestrogene unter Blockade der ER

- Testung weiterer Phytoestrogene bzw. deren Konjugate/Derivate, insbesondere END und
ENL

- Durchfuhrung von in vivo-Studien zur Klarung des Stoffwechsels und der Bioverfugbarkeit
der Leinwurzel bzw. mdglichen wirksamen Substanzen im Brustgewebe

- Messung der Veranderung des ER-Status unter Wurzelextrakt-Inkubation

- Untersuchungen von Apoptose-Mechanismen

- Untersuchung weiterer moglicher Zellrezeptoren der Mammakarzinomzellen

- Untersuchung des Leinwurzelextrakts am Mausmodell mit heterotransplantierten

Mammakarzinomen

Es stellt sich auBerdem die Frage, ob die Phytoestrogene in Form von Isoflavonen und
Lignanen ein medizinisches Potential als HRT bei klimakterischen Beschwerden haben.
Diesbeziiglich gibt es trotz zahlreicher Studien noch immer keine klaren Empfehlungen. Da

die in der Leinwurzel enthaltenen Isoflavone und Lignane nur einen mengenmaéliig geringen
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Anteil darstellen, scheint eine perspektivische Nutzung der Leinwurzel diesbeziiglich aber
eher unwahrscheinlich. Vielversprechender dagegen ist die in dieser Arbeit gezeigte antikan-
zerogene Wirkung des Wurzelextrakts in hohen Konzentrationen. Es kann durchaus der
Schluss zugelassen werden, dass die Leinwurzel ein chemotherapeutisches bzw. praventives
Potential zur Behandlung von Mammakarzinomen hat. Aussagen zu einer eventuellen klini-
schen Nutzung des Extrakts sind zu diesem Zeitpunkt jedoch, aufgrund mangelnder Kenntnis,
was sowohl die Wirkstoffe und deren Mechanismen als auch deren Pharmakokinetik und

Bioverfugbarkeit im menschlichen Organismus betrifft, noch verfriiht.
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1. Das Mammakarzinom ist mit Abstand die haufigste maligne Tumorerkrankung bei Frau-
en. Derzeit existieren keine klaren Empfehlungen fiir eine préventive Einnahme von Nah-

rungserganzungs- oder Arzneimitteln.

2. Fur die Behandlung des Mammakarzinoms existiert bereits eine Vielzahl potenter Che-
motherapeutika. Dazu z&hlen Zytostatika, Antikérper und Immunmodulatoren. Es gilt je-
doch trotzdem, ergédnzend neue therapeutische Wirkstoffe bzw. Préventivstoffe zu finden.

Pflanzen kdnnten dabei vielversprechende Ressourcen sein.

3. Der Lein (Linum usitatissimum) ist eine einheimische Pflanze, deren Bestandteile traditi-
onell als Heilmittel genutzt werden. Experimentelle Studien mit Leinbestandteilen zeig-
ten sowohl in vivo als auch in vitro antikanzerogene Wirkungen auf Mammakarzinome.
Dafur wurde in der Vergangenheit hauptsachlich die Stoffklasse der Phytoestrogene ver-
antwortlich gemacht.

4. Phytoestrogene sind sekundare Pflanzenstoffe, deren Struktur und Wirkungen z.T. dem
endogenen Estrogen &hneln. Nach oraler Aufnahme von Isoflavonen bzw. Lignanen
kommen diese zum GroRteil als Aglykone bzw. Enterodiol und Enterolacton in der Peri-

pherie vor.

5. Phytoestrogene kdnnen bewiesenermalien zahlreiche verschiedene Effekte auf zellulérer
und korperlicher Ebene ausiiben. Viele von diesen resultieren in einer antikanzerogenen
Wirkung. Es gibt momentan jedoch keine Empfehlungen hinsichtlich einer klinischen

Nutzung.

6. Das in dieser Arbeit hergestellte Linum usitatissimum-Wurzelextrakt enthalt eine Viel-
zahl an verschiedenen Stoffklassen, hauptsachlich Sterole und Triterpene (21,4 %) sowie
langkettige gesattigte und ungeséttigte Fettsdauren (17,8 %). Die Gruppe der
Phytoestrogene dagegen macht nur einen kleinen Teil aus, wobei die Flavonoide, darun-

ter auch die Isoflavone, mit 2,4 % und die Lignane mit 1,9 % vertreten sind.
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Mit Hilfe immunhistochemischer Untersuchungen bezuglich der Hormonrezeptor-
Expression ergibt sich ein positiver Rezeptorstatus fir MCF-7 (ERa: +++, ERp: ++, PR:
+), jedoch ein negativer fiir BT20.

Das nach Luyengi L et al. (1996) hergestellte ethanolische Wurzelextrakt wirkt in hohen
Konzentrationen signifikant antikanzerogen auf das Wachstum von MCF-7 und BT20 in

vitro, wobei die MCF-7 Zellen stérker betroffen sind.

Die Phytoestrogene Genistein und Secoisolariciresinol verursachen in hohen Konzentra-
tionen ebenfalls antikanzerogene Effekte auf MCF-7 und BT20 in vitro.

Es scheint, dass Isoflavone abhéngig vom Status ihrer Glykosylierung unterschiedliche

Wirkungen auf Karzinomzellen in vitro ausiben kénnen.

Tamoxifen wirkt schon in niedrigeren Konzentrationen sowohl auf MCF-7 als auch auf
BT20 antikanzerogen in vitro. 17p-Estradiol verursacht in hohen Konzentrationen teil-

weise antikanzerogene Effekte auf MCF-7 und BT20 in vitro.

Fur die antikanzerogenen Effekte der Leinwurzel werden hauptsachlich ER-abhédngige
aber auch ER-unabhéngige, fir die von Genistein und Secoisolariciresinol groBtenteils

ER-unabhangige Mechanismen angenommen.

Der Anteil der Phytoestrogene an den Wirkungen des Leinwurzelextratks ist wahrschein-
lich gering. Vermutlich fungiert das Extrakt als pflanzliches Vielstoffgemisch, wobei sich
seine Wirkung aus der Summe der Effekte verschiedener Inhaltsstoffe zusammensetzt.
Die relevanten Inhaltsstoffe sowie deren Mechanismen lassen sich bis jetzt nur teilweise
erahnen. Hier bedarf es weitergehender Forschung.
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Abb. 48: Darstellung des Thermogramms der Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie des un-
tersuchten Linum usitatissimum-Wurzelextrakts (Konzentration: 100 mg/ml) mit den verschiedenen
Massenspektren und den jeweils dazugehdrigen Anteilen an der Tl in %
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Inhibitory effects of the flaxroot on a hormone-dependent
human mamma carcinoma cell l[ine In comparison to other
common phytooestrogens — an In vitro study

1Theil C., 1Briese V., 2Abarzua S., 3Schlichting A., 1Gerber B., tRichter D.-U.

IDepartment of Obstetrics and Gynaecology, Faculty of Medicine, University of Rostock, Sudring 81, 18059 Rostock, Germany
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3STC Soil Biotechnology, Thiineplatz 1, 18190 Grof3 Lusewitz, Germany

Question:
In this study, the effects of a flaxroot extract and several single phytooestrogens were tested on MCF-7 mamma tumour cells in vitro.

Material und Methods:

The extract was made out of roots from Linum usitatissimum and its molecular-chemical composition afterwards analysed by
pyrolysis-field ionisation mass spectrometry. Certain cell receptors were tested by immunohistochemical procedures. To determine
the effects of the flaxroot and phytooestrogens, cell letality, viability and proliferation were measured by LDH-, MTT- and BrdU-tests.
The extract was tested in concentrations from 0,01 to 1000 ug/mL, the phytooestrogens and controls (17(3-oestradiol and tamoxifen)
respectively in concentrations from 1 to 50 pg/ml.

Results: Results: Immunohistochemistry (pos.= red reaction of cell membranes)

The mass spectrometry showed the
existence of mainly sterols/terpenes and
fatty acids with only low amounts of
phytooestrogens. The Immunohistoche-
mistry demonstrated evidence of a- and
3- oestrogen and progesterone receptors.
The flaxroot showed In high con-
centrations effects In all three test
methods. Among the phytooestrogens,
genistein induced In the highest con-
centration cytotoxic and antiproliferative
effects. secoisolariciresinol showed In Its
highest concentration an antiproliferative
effect.
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Results: LDH-, MTT-, BrdU-tests; the solvent (max. 1%) undenaturated ethanol 96% did not have any effects on the cells (data not shown); a basal cell dying of about
10% was always present in the LDH-tests; LDH-tests: all results have been calculated relatively to the Triton-control (Triton = 100% cell letality); MTT- / BrdU-tests: all
results have been calculated relatively to the negative-control 2 (cells+ethanol = 100% cell viability/proliferation); data of the Triton- and negative-controls is not shown

Conclusions:
It can be suggested that phytooestrogens and other substance classes act together to cause the anti-cancer effects. Thus, extracts
of flaxroots or parts of it might provide resources for drugs concerning the prevention and therapy of mamma tumours.
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Abstract

Background: Flaxseeds have been shown to cause anti-cancer effects. In this study, the ef-
fects of flaxroots and several single phytooestrogens were tested on MCF-7 cells. Materials
and methods: After producing a flaxroot extract, its molecular-chemical composition was
analysed by pyrolysis-field ionisation mass spectrometry and certain cell receptors were
tested by immunohistochemical procedures. To determine the effects of the flaxroot and phy-
tooestrogens, cell letality, viability and proliferation were measured. The extract was tested in
concentrations from 0,01 to 1000 pg/mL, the phytooestrogens and controls (17R-oestradiol
and tamoxifen) respectively in concentrations from 1 to 50 pg/mL. Results: The mass spec-
trometry showed the existence of mainly sterols, triterpenes and fatty acids with only low
amounts of phytooestrogens. The immunohistochemistry demonstrated positive oestrogen-
and progesterone receptors. The flaxroot showed in high concentrations effects in all test
methods. Among the phytooestrogens, only genistein and secoisolariciresinol showed various
cytotoxic and antiproliferative effects. Conclusion: Extracts of flaxroots or parts of it might

have beneficial effects on the prevention and therapy of mamma tumours.
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Zielstellung: Material & Methoden:
Ziel unserer Untersuchungen war es, den Die Herstellung des Extrakts erfolgte aus Wurzeln von Linum usitatissimum nach einer
Einfluss eines ethanolischen Leinwurzel- Extraktionsmethode von Luyengi et al. (1996). AnschlieBend erfolgte eine molekular-
extrakts auf sowohl eine hormonrezeptor- chemische Analyse der Zusammensetzung des Extrakts durch Pyrolyse-Feldionisations-
positive (MCF-7) als auch eine hormon- Massenspektrometrie. Um den Einfluss des Extrakts auf die Karzinomzellen zu bestimmen,
rezeptor-negative Mammakarzinomzelllinie wurden Zellletalitat, -vitalitat und -proliferation (LDH-, MTT- und BrdU-Test) in vitro untersucht.
(BT20) zu untersuchen. Das Extrakt wurde in Konzentrationen von 0,01 bis 1000 pug/ml getestet.

25,0
Ergebnisse: 214
Als Hauptbestandteile des Wurzelextrakts fanden sich Sterole und 0 7

Triterpene (21,4 %), freie gesattigte und ungesattigte Fettsauren (17,8 %),
Lignindimere (12,2 %), Lipide (7,7 %) sowie Phenole und Lignin/Lignan-
Monomere (4,2 %) (Abb. 1). Grundsatzlich zeigten sich in jeder der drei
Testmethoden zytotoxische bzw. inhibitorische Effekte der Wurzelextrakts
sowohl auf MCF-7 als auch auf BT20. Diese Wirkungen waren jedoch erst
in den hoheren Konzentrationen zu sehen. Das Extrakt verursachte in den
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(Abb. 2) und inhibierte in den MTT- und BrdU-Tests die Zellvitalitat/ - B ¥ &8 =S £ 3 3 g8 3 35 2% 3 & =z
i i i ini i 0, Abb. 1. Zusammensetzung des Leinwurzelextrakts (organ. Bestandteile) in %: STER =
proliferation beider Zelllinien auf bis zu 10 % (Abb. 2 u. 3). Insgesamt Sterolg o Thterpene. F%TA =kareie ges. u. unges. Fettséurﬁ(nl (Coe bia n'Ca4)é1 LDIIM z
i i ; i _ Lignindimere; LIPI = Lipide, Alkane, Alkene, Fettsduren, n-Alkylester; PHLM = Phenole u.
schienen die antikanzerogenen Wirkungen des Wurzelextrakts auf MCF-7 LigninLignanmonomere: _SUBE = Suberin)e; ALKY = Alllaromate: LOWN =
= = : niedermolekulare Massensignale (m/z 15...56); FLAV = Flavonoide; LIGN = Lignane;
starker ausgepragt zu sein als auf BT20. NCOM = Stickstoff-haltige Verbindungen; GLYC = Di- u. Triglyceride; PEPT = Peptide u.

Aminosauren; CHYD = Kohlenhydrate
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Abb. 2: Zytotoxische Effekte des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 Abb. 3: Einfluss des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 und BT20  Abb. 4: Einfluss des Leinwurzelextrakts auf MCF-7 und BT20
und BT20 in den LDH-Tests; Mittelwerte + Standardabweichung, in den MTT-Tests; Mittelwerte + Standardabweichung, Werte in den BrdU-Tests; Mittelwerte + Standardabweichung, Werte

Werte prozentual in Bezug zur Triton-Kontrolle (— 100 % prozentual in Bezug zur Negativkontrolle (— 100 % prozentual in Bezug zur Negativkontrolle (— 100 %
Zelldestruktion) gesetzt. Negativkontrolle -> 0 % Zellletalitat. Alle Zellvitalitat) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05 Zellproliferation) gesetzt. Alle Werte mit p < 0,05
Werte mit p < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) (Irrtumswahrscheinlichkeit a = 5 %) unterscheiden sich (Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 %) unterscheiden sich
unterscheiden sich signifikant und sind mit * gekennzeichnet. signifikant und sind mit * gekennzeichnet. signifikant und sind mit * gekennzeichnet.

Schlussfolgerung:

Extrakte aus den Wurzeln von Linum usitatissimum besitzen ein antikanzerogenes Potential bzgl. MCF-7 und BT20 in vitro. Somit kdnnten diese
auch in vivo in der Therapie von Mammakarzinomen zur Anwendung kommen. Welche einzelnen Substanzen letztendlich fur die Effekte
verantwortlich sind und welche molekularen Wirkmechanismen ihnen zugrunde liegen bedarf noch weitergehenden Untersuchungen. Aussagen zu
einer eventuellen klinischen Nutzung sind zu diesem Zeitpunkt noch verfriht.
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