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1. Einleitung und Zielsetzung

Lasst Eure Nahrungsmittel Eure Heilmittel sein und Eure Heilmittel Eure Nahrungsmit-
tel! (2)

Schon Hippokrates vermutete, dass Erndhrung die Gesundheit beeinflusst. In der tradi-
tionellen Chinesischen Medizin, der Naturheilkunde und Homd&opathie ist eine Vielzahl
von Pflanzen bekannt, die seit Jahrhunderten zur Heilung verwendet werden. Phytodst-
rogenen, die Gegenstand dieser Arbeit sind, wird bei unterschiedlichen Beschwerden
immer wieder eine gute oder gar hervorragende Wirksamkeit bestatigt (3-9). Die nied-
rige Karzinommortalitatsrate in asiatischen Staaten, in denen reichlich Sojaprodukte zur
Erndhrung gehodren, scheint die Hypothese zur protektiven antikanzerogenen Eigen-
schaften der Phytoostrogene zu unterstitzen (10-14). Auch wird in Migrationsstudien
(15-19) gemutmalit, dass Lebensstil und Erndhrung die Tumorentstehung stark beein-
flussen. Je langer die urspriinglichen Lebens- und Essgewohnheiten zugunsten europai-
scher und amerikanischer aufgegeben wurden, desto groRer war die Zahl der hormon-
abhangigen Tumore (20, 21). Unterschiede bezliglich der Krebsinzidenz bestanden bei
den Nachkommen der zweiten Generation fast nicht mehr (15). Eine essenzielle Rolle
mit tumorprotektivem Effekt scheint dabei den Phytodstrogenen zuzukommen (11, 22-
24). Somit stieg das Interesse an sekundaren Pflanzenstoffen deutlich. Der Markt fir
pflanzliche Arzneimittel boomt, es werden vermehrt wissenschaftliche Untersuchungen
mit Phytoostrogenen durchgefihrt (25-27). Daneben werden, vor allem popularwissen-
schaftlich, Empfehlungen zur vermehrten Einnahme von Phytodstrogenen gegeben.
Viele Studien (23, 28, 29) scheinen die positive Wirksamkeit pflanzlicher Produkte auf
verschiedenen Ebenen zu belegen. Aullerdem geniellen Letztgenannte eine hdhere
Akzeptanz als industrielle Hormonpraparate.

Obwohl die Anwendung von pflanzlichen Alternativen eine lange Tradition hat, fehlen
wissenschaftliche Belege liber die positiven Wirkungen. Sind Untersuchungen vorhan-
den, so entpuppen sie sich oft als fehlerhaft oder auch unzureichend (30-32). Das Au-

genmerk lag auf der positiven Wirkung der pflanzlichen Wirkstoffe und vernachlassigte



damit unerwiinschte Nebenwirkungen. So flihrten Analysen zur Wirkung von Phytoost-
rogenen zu Kontroversen. Einerseits zeigten sich positive (33-35) aber auch negative
Effekte unter Exposition mit Phytodstrogenen (32, 36-38). In vitro und im Tierversuch
senkten Phytoostrogene (39, 40) die Inzidenz chemisch induzierter Mammatumoren,
doch sie zeigten ebenso einen uterotrophen Effekt (41, 42). Ein Zusammenhang zwi-
schen dem Konsum von Phytodstrogenen und dem negativen Einfluss auf Risikofakto-
ren der Krebsentstehung (43-45) oder zumindest einem erhdhten Risiko fir das Endo-
metriumkarzinom wird aktuell diskutiert (46-48). Bisher gibt es aus Humanstudien aber
nur dullerst wenig Daten zur Wirkung der Phytoostrogene auf das Endometrium (31,
49-51).

Ziel der Arbeit ist es, die Wirkung von Phytodstrogenen an hormonabhangigen Zellkul-
turlinien zu kldren. Die am haufigsten untersuchten Phytodstrogene sind Extrakte aus
Soja. Doch sollten in Europa heimische Pflanzen wie Leinsamen ebenfalls in den wissen-
schaftlichen Fokus riicken. So konzentriert sich diese Arbeit auf den Leinsamen und
seine Bestandteile, da dieser bisher nur unzureichend untersucht wurde. Zudem ist der
Verzehr von Sojaprodukten in Europa begrenzt, sodass es sinnvoll schien, den hiesigen
Leinsamen und dessen Metaboliten fiir die Untersuchungen auszuwahlen. Durch Mas-
senspektrometrie werden die phytohormonellen Inhaltsstoffe des gewonnenen Ex-
trakts gesucht. Im Zellkulturmodell soll Gberprift werden, ob die im humanen Endo-
metrium nachgewiesenen Konzentrationen der ausgewahlten Lignane messbare Effek-
te auslésen kénnen und welcher Art diese Effekte sind. Da Phytodstrogene die Entste-
hung rezeptorabhangiger Tumoren beeinflussen kdnnen, wird in dieser Arbeit unter-
sucht, ob nach Stimulierung von humanen endometrialen Zellen mit einem Leinsamen-
rohextrakt und verschiedenen industriell hergestellten Lignanen ein proliferativer,
hemmender oder gar zytotoxischer Effekt an den Zellen eintritt. Des Weiteren soll die
Toxizitat Podophyllotoxins als Kontrollwert spezifiziert werden. Der proliferative Effekt
soll durch Ostradiol belegt werden. Mit den hier durchgefiihrten Versuchen sollen letzt-
lich im Zellkulturmodell Hormonrezeptor-positiver Endometriumkarzinomzelllinien Do-
sis-Wirkung-Beziehungen des hier eingesetzten Lignanrohextraktes aus Leinsamen und

kommerziell erworbenen Lignanen zur Zytotoxizitdat und zum Proliferationsverhalten
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der Zelllinien korreliert werden. AbschlieRend wird die Frage einer méglichen Uber-

tragbarkeit der In-vitro-Ergebnisse auf In-vivo-Verhaltnisse geklart.

2. Theoretische Grundlagen

2.1. Endogene Ostrogene

2.1.1. Definition

Neben den Sexualsteroiden Gestagen und Androgen produziert der weibliche Korper
endogene Ostrogene. Zu den endogenen Ostrogenen zdhlen Ostron, 17-R-Ostradiol und
Ostriol. Sie sind an zahlreichen physiologischen Stoffwechselprozessen der Frau betei-
ligt, wie am Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel, der Zellproliferation der Brust und der
Geschlechtsorgane sowie deren hormonabhédngige Steuerung und am Knochenaufbau
(52). Die Gberwiegende Menge stammt aus dem Ovar. Allen und Doisy (1924) haben in
ihren Experimenten an den Ovarien weiblicher Ratten gezeigt, dass das Ovar Bildungs-
und Wirkungsstatte des wohl wichtigsten weiblichen Follikelhormons ist (53).

Auch bei Minnern wird in nachweisbaren Mengen Ostrogen gebildet: Es entsteht durch
die Umwandlung von Testosteron mithilfe einer gewebsgebundenen Aromatase, z. B.
im Fettgewebe. Das hauptsichlich bei beiden Geschlechtern aktive Ostrogen ist das 17-

B-Ostradiol.

2.1.2. Physiologische Wirkung der endogenen Ostrogene

Die physiologischen Wirkungen der Ostrogene auf den Menschen sind vielfiltig und
werden, geschlechtsunabhdngig von der Hypophyse gesteuert. Bei der Frau kommt es
bspw. neben der Ausbildung der sekundaren Geschlechtsmerkmale zu einem zyklusab-
hangigen Wachstum des Endometriums. Zusatzlich steigt die Retention von Wasser, die
Ansammlung von Aminosauren und die Proteinbiosynthese wird angeregt (52). Zyklus-
abhangig liegen die Normwerte zwischen 100—600 pg/ml (367-2200 pM). Wahrend der
Schwangerschaft steigt der Ostrogenspiegel auf Werte bis 20.000 pg/ml (70.000 pM)
und postmenopausal liegt er bei 5-20 pg/ml (18-74 pM) und somit leicht unterhalb der

gemessenen Werte bei Mannern (54).



2.1.3. Struktur und Biosynthese der Ostrogene
Fiir alle Steroidhormone, wie Progesteron oder die Ostrogene Ostron, 17-R-Ostradiol

und Ostradiol, ist Cholesterol die Vorstufe.
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Abb. 1 Syntheseweg der steroidalen Sexualhormone
(Grafik modifiziert nach Leidenberger: Klinische Endokrinologie flir Frauenarzte. Springer Ver-
lag, 4. Auflage 2009, S. 25)(52)



Wie in Abb. 1 deutlich wird, sind die Dehydrogenasen und die Cytochrom-P450-
Oxidasen sowie Cytochrom-P450-Aromatasen an der endogenen Ostrogenbiosynthese
beteiligt (52). 17-B-Ostradiol ist als kleines lipophiles Molekiil in der Lage, leicht in die
Zellen hinein zu diffundieren. Jedoch wird in Zellen mit Ostrogenrezeptoren (ER) das

Ostrogen gebunden und somit an einer weiteren Diffusion gehindert.

2.1.4. ER und ihre molekularen Wirkmechanismen

Wie die meisten Proteine im Kérper benétigen auch die Ostrogene Rezeptoren, um an
den Zielorganen zu wirken. Allen Ostrogenwirkungen vorrangig ist die unterschiedlich
starke Bindung der Ostrogene an die im Kérper verteilten ER. ER gehéren zu den Stero-
idhormonrezeptoren und sind im Zellkern lokalisiert. Bekannt sind derzeit zwei Typen
von ER mit dhnlicher Struktur: ER-a von Green et al. (55) und ER- von Kuiper et al. (56)
entdeckt. Die Verteilung der ER unterscheidet sich je nach Geschlecht und Verortung im
Korper. So befinden sich ER beim Mann u. a. in den Testes (ER-a), der Leber (ER-a), den
Nebennieren (ER-a), den GefaRen (ER a/R) und in der Prostata (ER-R). Bei der Frau be-
finden sich ER u. a. in der Blase, den Knochen, Gehirn und Thymus (ER-R) sowie in den
Ovarien, im Uterus und in der Brust (ER-a/R)(56-58).

ER bauen sich aus mehreren Domanen auf: der zentralen DBD, der C-terminalen LBD
und der N-terminalen Domane und liegen im Zellkern. Dort sind sie an Chaperone, z. B.
an das HSP90, gebunden, wodurch sie inaktiviert werden. Im Blut frei zirkulierendes
Ostrogen passiert die Zellmembran und bindet als Ligand an den ER. Nach Bindung des
Liganden unterliegen ER einer Anderung ihrer Konformation, wodurch sie die Tran-
skription hormonregulierter Gene steuern. Sie haben somit die Funktion von Ligand-
aktivierten Transkriptionsfaktoren. Nach Ligandbindung kommt es zu einer Dimerisie-
rung der ER, und die DNA-bindende Domine der Ostrogenrezeptor-Proteine kann
schlieRlich mit hoher Affinitat an spezifische DNA-Sequenzen (EREs) der Zielgene ando-
cken und deren Transkription steuern (59). Uber diesen ,klassischen” Weg wird die
Gentranskription durch beide ER gleichermaBen beeinflusst, die Bindung von Ostroge-
nen flhrt zur Aktivierung, wahrend die Bindung von Antiostrogenen zu einer Inhibition

der Gentranskription fihrt.



Es wird vermutet, dass beide ER Uber einen ,nichtklassischen” Weg mit anderen DNA-
gebundenen Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1, interagieren kdnnen, um die Zielge-
ne dann Gber ,,Promotor response elements” (60) zu regulieren. Es ist bekannt, dass auf
diesem Weg die Gentranskription anders Uber den ER-a als (iber den ER-B beeinflusst
wird. Unabhingig davon, ob ein Ostrogen oder ein Antiéstrogen an den ER-o-AP-1-
Komplex bindet, wird die Gentranskription aktiviert. Bei Bindung eines Antidstrogens
an den ER-B-AP-1-Komplex wird die Transkription des Zielgens ebenfalls gesteigert,
jedoch bei Bindung eines Ostrogens an den ER-B-AP-1-Komplex wird die Gentranskrip-
tion gehemmt (60). Als Ursache fiir die funktionellen Differenzen werden strukturelle
Unterschiede der Ostrogenrezeptoren gesehen. Unter Ostrogeneinfluss kénnen die
Rezeptoren auch dahingehend interagieren, dass sich ER-a an den Promotor von ER-

bindet und so die Expression des ER-B erhoht (61).

2.1.5. ER und die Signaltransduktion bei bestimmten Krebsarten

Wie bereits in 2.1.4. erwadhnt, agieren ER u.a. als Transkriptionsfaktoren, indem sie
nach Ligandenbindung die Transkription und Expression hormonregulierter Gene steu-
ern. Untersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivierung von ER zu Tumoren der Brust
oder des Endometriums flihren kann. Bekannte Ostrogenregulierte Gene und Proteine
sind andere Steroidhormonrezeptoren, die Wachstumsfaktoren Transforming Growth
Factor b (TGF-b) und Insulin like Growth Factor-1 (IGF-1) und deren Rezeptoren, Onko-
gene, Metastasierungsgene, wie Cathepsin D, oder zellproliferierende Gene des Endo-
metriums. Als Folge dieser vermehrten Zellproliferation in der Brust oder im Uterus
kann es zur Ausbildung eines Karzinoms kommen (62-66).

Jedoch belegen andere Studien das Ostrogenbedingte verminderte Karzinomrisiko. So
konnte im Tierversuch mit Ratten gezeigt werden, dass mannliche Tiere ein héheres
Risiko haben, kolorektale Karzinome zu entwickeln im Vergleich zu weiblichen. Dies

wird dem fehlenden Ostrogenschutz zugeschrieben (67, 68).

2.2. Phytoostrogene

Reich an Phytodstrogenen und am haufigsten untersucht sind Sojaprodukte, das

6



Hauptnahrungsmittel von Menschen im asiatischen Raum. Leinsamen wurde bei den
Untersuchungen bisher vernachlassigt, weist aber einen dhnlich hohen Phytoostrogen-

anteil auf und ist vornehmlich in westlichen Breitengraden vertreten.

2.2.1. Definition

Phytodstrogene sind nichtsteroidale Stoffe pflanzlicher Herkunft, die eine Gruppe von
300 Verbindungen in vielen Pflanzen darstellen und als sekundare Pflanzenstoffe be-
zeichnet werden. Strukturell dhneln sie dem Ostrogen und zeigen nach dem Verzehr bei

Saugern ostrogenahnliche Effekte (53, 69).

2.2.2. Einteilung, Vorkommen und Struktur der Phytodstrogene
Phytoostrogene lassen sich in folgende Stoffklassen (70) unterteilen:
Lignane: Secoisolariciresinol, Matairesinol, Enterolacton, Enterodiol
Isoflavone: Genistein, Daidzein, Biochanin

Coumestane: Coumestrol

Stilbene: Resveratrol

Allen gemeinsam ist die phenolische chemische Grundstruktur, die dem Aufbau des
menschlichen Hormons 17-B-Ostradiol dhnelt. Fiir die spezifische Bindung an ER-a und

ER-B ist die Lage der Hydroxylgruppen ausschlaggebend (vgl. Abb. 2) (71).



Oestrogens Stilbenes

OH
(a) OH (b) OH (c)
ooy 0
R - -
P ~ ~
N oD ® on
- HO
HO & HO
17-B oestradiol Diethylstilbestrol Resveratrol
Lignans Coumestans
(d) (e) HO (0
Ho e ) "~ 0H OH
\© (O ~~ OH 1 |
X
s i
3 (8] |\“ |/ ) \\0
. = HO 0]
OH OH
Enterolactone Enterodiol Coumestrol
Isoflavones
(g) OH (h) OH (i) OCH
OH O z ) (8] % | OH O = | 3
SO0 <on Jeone
P P - -
HO o HO o HO o
Genistein Daidzein Biochanin A

Abb. 2 Strukturformeln von endogenen Ostrogenen
Limer, Speirs. Phytoestrogens and breast cancer chemoprevention. Breast Cancer Res 2004,
6:119-127 (71)

Phytodstrogene kdnnen an beide Rezeptoren binden mit hauptsachlich antagonisti-
scher Wirkung. Es besteht eine groRere Affinitat fiir ER-R als fiir ER-a (72). ER- befin-
det sich hauptsachlich in der Brustdriise, den Ovarien, dem Uterus, der Prostata und
Lunge.

Fiir die menschliche Erndahrung derzeit am bedeutendsten sind die Isoflavone und Lig-
nane. Besonders reich an Isoflavonen sind Sojabohnen und Sojabohnenprodukte, wie
Tofu, Miso oder Sojamilch. Lignane finden sich als pflanzliche Sekundarstoffe zumeist in
den Zellwdnden von Samen, Bliten, Bldttern, Rinden und Wurzeln (73). Einen ver-

gleichsweise hohen Lignangehalt weisen Olsaaten wie Leinsamen auf (74, 75).

2.2.3. Bioverfiigbarkeit, Metabolismus und Pharmakokinetik der Phytodstrogene
Phytoostrogene, im speziellen die Isoflavone und Lignane, kommen vornehmlich in gly-

kosidisch gebundener Form vor und kénnen vom Kdérper nur mithilfe von Darmbakte-



rien und endogenen Enzymen verwertet werden (76).

Die von den Darmbakterien produzierten sowie die in der Nahrung vielfach vorkom-
menden B-Glucosidasen spalten die glykosidischen Isoflavone und Lignane in biologisch
aktive Aglykone. Aus dem glykosidischen pflanzlichen Genistin, Daidzin und Glycitin, die
vorwiegend in Sojaprodukten zu finden sind, werden die biologisch aktiven Isoflavone
Genistein, Daidzein und Glycitein. Die pflanzlichen Enterolignanvorstufen Matairesinol
und Secoisolairiciresinol werden zu den Aglykonen Enterodiol und Enterolacton. Diese
Aglykone konnen direkt vom Darmepithel aufgenommen oder aber weiter metaboli-
siert werden. Ein GroRteil der aufgenommenen Metaboliten wird in der Leber ver-
stoffwechselt und dem enterohepatischen Kreislauf zugefiihrt (76, 77). Pharmakokine-
tisch zeigte sich sowohl fir Enterodiol als auch Enterolacton eine nach Nahrungsauf-
nahme stark verzogerte Nachweisbarkeit dieser Phytodstrogene im Urin, obgleich sie
mikrobiell im Darm produziert, dem enterohepatischen Kreislauf sofort zugefiihrt wur-
den und somit dem Korper zeitnah zur Verfliigung stehen sollten (76). Wahrend lange
Zeit vermutet wurde Secoisolairiciresinol und Matairesinol seien die einzigen pflanzli-
chen Lignane, fanden Heinonen et al. 2001 noch weitere Enterolignanvorstufen, Lari-

ciresinol und Pinoresinol (78).

2.2.4. Physiologische Wirkung der Phytodstrogene

Verschiedene Studien zeigen, dass eine erhohte Aufnahme von Isoflavonen und Ligna-
nen das Risiko verringert, an hormoninduzierten Krebsarten, wie Brust- oder Dickdarm-
krebs, zu erkranken (79-82). Der antikarzinogene Effekt von Isoflavonen wurde bei Un-
tersuchungen Uber die Haufigkeit von Brustkrebs in asiatischen Landern deutlich. Dabei
wurde festgestellt, dass die Krebsrate im asiatischen Raum signifikant niedriger war als
in westlichen Landern (83, 84). Studien weisen den Lignanen im Allgemeinen eine ver-
minderte postmenopausale Brustkrebssterblichkeit nach (85, 86).

Es gibt auch Anhaltspunkte, dass Phytodstrogene wechseljahrestypische Beschwerden,
wie Hitzewallungen oder Osteoporose, verringern (36). Ebenso werden Phytodstroge-
nen protektive kardiovaskuldre Wirkungen oder eine verbesserte Blutzuckerregulation

zugeschrieben (87, 88), zum Teil werden sogar genaue Dosierungen zur taglichen Ein-



nahme wie bspw. 54 mg/d (89) vorgegeben.

2.2.5. Podophyllotoxin

Bisher nicht erwahnt wurde das Lignan Podophyllotoxin (90). Podophyllotoxin ist ein
Gift. Das sogenannte Mitosespindelgift wird im Wurzelstock des immergriinen Podo-
phyllumstrauches gebildet und hemmt die Zellteilung. Die inzwischen vielfach einge-
setzten synthetischen Analoga des natirlichen Podophyllotoxins hemmen die DNA-
Topoisomerase Il und die Zellvermehrung (91).

Podophyllotoxin und seine Analoga besitzen sowohl antivirale als auch zytostatische
Eigenschaften. Die durch HPV-Viren induzierten Condylomata acuminata (Feig-, Feucht-
oder Genitalwarzen), wie andere Warzenformen auch, lassen sich durch Podophylloto-
xin gut behandeln. So wird Podophyllotoxin in der Dermatologie und bei der Behand-
lung rheumatischer Arthritis erfolgreich eingesetzt. In der Tumortherapie gehért Podo-
phyllotoxin derzeit zu einem der effektivsten Wirkstoffe. Indikationen fiir Podophyllo-
toxinpraparate sind das Ovarial, Hoden-, Chorion-, Bronchialkarzinom, das Neu-
roblastom, der Wilms-Tumor, das Ewing-Sarkom, akute Leukdmien, das non-Hodgkin-

und Hodgkin-Lymphom sowie akute Leukdmien (92).

2.2.6. Phytodstrogene und Hormonersatztherapie

75 bis 80% der Frauen berichten Gber menopausale Symptome. Ein Grof3teil der Befrag-
ten empfanden sie als qudlend, andere sogar als schwerwiegend.

Viele Jahrzehnte lang wurden Frauen in ihrer postmenopausalen Phase einer Hormon-
ersatztherapie (HRT) unterzogen. Dabei wurde der in der Menopause verminderte Ost-
rogenspiegel durch zusitzliche Ostrogengaben ausgeglichen, um die typischen klimak-
terischen Beschwerden, wie Osteoporose oder Hitzewallungen, zu reduzieren. Epide-
miologische Studien lassen zwar Riickschliisse auf ein verringertes Darmkarzinomrisiko
und eine verminderte Osteoporoseaktivitat bei postmenopausalen Frauen infolge einer
HRT zu, aber die Nebenwirkungen scheinen schwerwiegender als die Symptome des
Klimakteriums zu sein. Bspw. bestehen erhohte Risiken fiir kardiovaskulare Erkrankun-

gen und Thrombosen bis hin zur Entstehung von Tumoren (93-97). Daher wird die HRT
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gegenwartig dullerst skeptisch betrachtet (98). Eine Alternative zur klassischen HRT

scheinen daher die PhytoOstrogene zu bieten.

2.2.7. Physiologische Wirkungen des Leinsamen

Leinsamen wird aus der Fruchtkapsel des Flachses (lat. Linum usitatissimum) gewonnen
(99). Die einjahrige Pflanze (Therophyt) gehort zur Gattung der Leingewachse (lat. Li-
naceae) und erreicht eine Wuchshdhe von 20 bis 100 cm.

In wissenschaftlichen und vor allem populdrwissenschaftlichen Arbeiten lasst sich ein
breites Empfehlungsspektrum finden, wie: ,[...] die Anwendung der Leinsamen zumeist
bei Storungen des Magen-Darm-Traktes wie bspw. Verstopfung oder Menstruationsbe-
schwerden sowie bei Beschwerden wahrend der Wechseljahre. Weitere Anwendungs-
gebiete sind bei Entziindungen oder Geschwiiren der Haut als Wickel und bei Sodbren-
nen, Ubelkeit, Brechreiz, Reizdarm und Magenschmerzen Einnahme. Bei Menstruati-
onsbeschwerden verspricht die Anwendung von Leinsamen schnelle Hilfe. ,Fiillen Sie
dazu einfach ein Leinensidckchen mit Leinsamen, lassen Sie es fiir 10 Minuten im Was-
ser sieden und legen Sie das Sdckchen danach so warm wie moglich abgedeckt mit ei-
nem Wolltuch auf den Bauch. Dieses Vorgehen sollten Sie nach einer halben Stunde

wiederholen.” (100)

2.3. SERM-selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren

Obgleich Phytodstrogene mit dem weiblichen Sexualhormon 17-B-Ostradiol strukturell
verwandt sind, besitzen Erstgenannte zusatzlich antiostrogene Effekte. Phytodstrogene
binden selektiv und mit unterschiedlich starker Affinitdat an ER-a und ER-. Deshalb
werden Phytodstrogene auch als selektive Ostrogen-Rezeptor-Modulatoren (SERM)
bezeichnet (101).

Der antiéstrogene Effekt der Phytodstrogene beruht auf einer Hemmung der Ostrogen-
synthetase (Cytochrom-P450-Aromatase) (102), die die Konversion der kérpereigenen
Androgene (Testosteron, Androstendion) in die Ostrogene Ostron, 17-B-Ostradiol und
Ostriol katalysiert. Dadurch sinkt der freie Ostrogenspiegel im Gewebe, die Aktivierung
der ER durch freies Ostrogen wird reduziert.

So binden sich Isoflavone bevorzugt an ER-R, aber mit einer wesentlich verminderten
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Affinitat als bspw. Vertreter der Stilbene wie das Diethylstilbestrol. Die Lignane zeigen
sowohl agonistische als auch antagonistische ER-Aktivitaten (103).

Neben den Phytodstrogenen existieren synthetische SERM-Prdparate, welche bei der
Behandlung von Brustkrebs eingesetzt werden, z.B. Tamoxifen. Tamoxifen, wie andere
SERM auch, besitzen antagonistische Wirkungen an den ER der Brust und wirken somit
hemmend auf die Zellproliferation. In den Knochen, der Leber oder im Endometrium
hingegen werden agonistische Ostrogeneffekte ausgeldst, die mitunter unerwiinscht
sind. Hierzu zahlt die SERM-induzierte Zellproliferation endometrialer Krebszellen (104-
106). Die Ursache fiir die unterschiedlichen Effekte der SERM auf die ER liegen in den
gewebsspezifisch leicht veranderten chemischen Strukturen der Rezeptoren, die eine

Bindung der Ostrogene erméglichen oder aber verhindern (vgl. Abb. 3).

SERM —'
\\ Estrogen
Estrogen —§ @ receptorin
receptor | uterine
in breast cell
cell * '
Breast —0D
receptor
not
activated Uterine
receptor
activated
Mo breast cell @ ﬁ
proliferation %
?—_
Uterine OO@O E
cell proliferation LATKOMAT
ANCER
IR TTi T

Abb. 3 SERM-Aktivitat auf ER in unterschiedlichen Geweben
(National Cancer Institute and Substance Abuse at the National Institutes of Health. (66)
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2.4. Endometrium
Der Uterus ist ein muskuldres Hohlorgan, welches nach innen von einer Schleimhaut
Uberzogen ist, der Tunica mucosa, dem Endometrium. Die zentrale dickere Muskel-

schicht des Uterus, die Tunica mus-

cularis, das Myometrium, ist nach Perimetrium  Myometrium
Endametrium

auBen hin durch die Tunica serosa,

IRRErer
das Perimetrium, abgegrenzt (vgl. 5 .-ﬂ*['-.duue[-
» mund

Abb. 4).

Im Verlauf des Menstruationszyklus’ “duBerer

Mutter-
unterliegt das Endometrium zahlrei- mund”
chen Proliferationsstadien, um den Abb. 4 Schichten des Uterus
Uterus auf die Einnistung einer Zygo- (Grafik entnommen aus T. Schiebler, H. Korf:
Anatomie: Histologie, Entwicklungsgeschichte,
te vorzubereiten. Gesteuert durch die makroskopische und mikroskopische Anatomie,
Topographie, Steinkopff Verlag, 10. Aufl., 2007,

Hypophyse gibt das Endometrium 5. 428.)(1)
Ostrogene, z.B. Ostradiol, und Gesta-

gene, z.B. Progesteron, wahrend dieses Zyklus” ab. Ostrogene induzieren die Prolifera-
tion des Bindegewebes und der Oberflachenepithelien (Proliferationsphase) im Uterus.
Die Gestagene steigern die Produktion zahlreicher Driisenzellen, was schliel8lich zu ei-

ner verhaltnismaRig enormen GroRenzunahme des Endometriums fihrt (Sekretions-

phase) (1).

2.4.1. Die Wirkung von Ostrogenen am Uterus

Bereits in 2.1.3. und 2.4. wurde auf die vielfiltigen physiologischen Wirkungen der Ost-
rogene eingegangen. Insbesondere steuern Ostrogene im Uterus die Zellproliferation.
In jedem Zellzyklus kénnen kleine Mutationen in der DNA entstehen. So kommt es in
den hormonabhangigen Zyklen einer Frau, die bisweilen mehr als 40 Jahre andauern,
nicht nur zu einer Zellvermehrung gesunder Zellen, sondern ebenfalls zu einer Replika-
tion bereits mutierter Zellen. Infolgedessen bilden sich verstadrkt uterine Tumoren wie

das Endometriumkarzinom (107).
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2.4.2. Endometriumkarzinom: Entstehung, Inzidenz, Pathogenese und zugrunde lie-
gende Risikofaktoren

Hormonabhangige Tumoren wie das Endometriumkarzinom mit weltweit 142.000 Neu-
erkrankungen p.a. (108) gehoren zu den haufigsten Tumorerkrankungen, weltweit an
siebter Stelle, wobei Nordamerika und Westeuropa mit einer altersstandardisierten
Inzidenz zwischen 9,9 und 15 pro 100.000 Frauen p. a. (109, 110) an der Spitze stehen.
Die Inzidenz des Endometriumkarzinoms ist in den westeuropéischen Regionen hoch: in
Deutschland und der Schweiz ca. 24-25 pro 100.000 Frauen p. a. Am hochsten aber ist
die Inzidenz in Nordamerika, hingegen niedrig in Stid- und Ostasien sowie den meisten
afrikanischen Landern. Laut der Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie ist es in
Deutschland mit etwa 11.300 Neuerkrankungen p.a. das vierthdufigste Malignom der
Frau (111, 112). Besonders in der postmenopausalen Phase der Frau ist das Erkran-
kungsrisiko mit 75% am hochsten (52, 113). Da sich dieser Tumor frihzeitig durch Blu-
tungen bemerkbar macht, ist eine Diagnose bereits im friihen Krebsstadium madglich,
sodass die relative 5-Jahres-Uberlebensrate mit einem invasiven Zervixkarzinom bei
69% (114) liegt.

Man unterscheidet derzeit zwei Typen von Endometriumkarzinomen: den dstrogenab-
hangigen Karzinomtyp (Typ 1) und den &strogenunabhéangigen Karzinomtyp (Typ 2),
welcher sich in weitere Subtypen unterteilen lasst (1). Wahrend die Ursachen des En-
dometriumkarzinoms vom Typ 2 eher unspezifisch sind, existieren fir den Typ 1 eine
ganze Reihe endo- und exogener Risikofaktoren. Den groRten Risikofaktor bei der Ent-
stehung endometrialer Karzinome stellt das Ostrogen dar, steuert es doch bereits wih-
rend des Menstruationszyklus™ die Zellproliferation des Endometriums. Unbestritten
steigt zeit- und dosisabhingig bei alleiniger Ostrogentherapie das Risiko, an einem En-
dometriumkarzinom zu erkranken. Die Anzahl der Neuerkrankungen ist jedoch seit En-
de der 1970er-Jahre ricklaufig, was u.a. an der seitdem eingesetzten kombinierten
Ostrogen-Gestagen-Therapie liegt (52). Aufgrund der geringeren Inzidenz fiir Endomet-
riumkarzinome in asiatischen Landern kommt hier womoglich der zusatzlich antidstro-

gene Effekt der PhytoGstrogene zum Tragen (50).
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2.4.3. Bekannte Wirkung von Phyto6strogenen am Uterus

Phytoostrogene sind SERM und besitzen sowohl antiostrogene als auch ostrogene Ef-
fekte. Es gibt Hinweise, dass die Phytodstrogene, insbesondere die Lignane, einen pro-
tektiven Effekt auf das Endometrium haben. Der antikarzinogene Effekt der Phyto0st-
rogene auf das Endometrium scheint im Vergleich mit allen Frauen bei postmenopausa-
len Frauen ausgepragter zu sein, wofiir vermutlich der antiéstrogene Effekt der Phy-
todstrogene verantwortlich ist (50). Durch die kompetitive Hemmung des Ostrogenre-
zeptors sinkt die Ostrogenrezeptor-induzierte Expression proliferierender Tumorzellen,
wodurch es zu einer geringeren Inzidenz von Endometriumkarzinomen kommt (65).
Bandera et al. stellten jedoch im Kontext mit zahlreichen anderen Studien fest, dass die
protektiven Wirkungen der Phyto6strogene auf die Entstehung von Endometriumkarzi-
nomen noch nicht eindeutig sind (115). Auch in mehreren tierexperimentellen Studien
konnten proliferative Effekte auf den Uterus gezeigt werden (116-119). Eine 5-jdhrige
doppelblinde, Placebo-kontrollierten Studie in Frankreich mit Giber 300 Frauen zeigte,
dass Phytodstrogene mit einem Anstieg in der Inzidenz (3,8% gegeniliber 0%) von En-

dometrium-Hyperplasien assoziiert sind (120).

3. Material und Methoden

Nachfolgend wird der Verlauf der Untersuchung dargestellt.

e Um aus dem einheimischen Leinsamen Phytodstrogene zu extrahieren, wurde eine
Versuchsanleitung in Kooperation mit dem Fachbereich Biowissenschaften und dem
Fachbereich Chemie der Universitat Rostock erarbeitet.

e In Zusammenarbeit mit dem Fachbereich Chemie der Universitat Rostock wurde
eine chemische Analyse der wirksamen Extrakte beziglich phytohormoneller In-
haltsstoffe mittels Massenspektrometrie durchgefiihrt.

e Die verwendeten Zellkulturen wurden immunozytochemisch charakterisiert.

e Das gewonnenen Extrakt und die industriell erworbenen Lignane wurden in zwei
verschiedenen Wirkstoffkonzentrationen an den Hormonrezeptor-positiven Endo-

metriumkarzinomzelllinien getestet:
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1. mittels Bestimmung der Zellproliferation im MTT-Test

2. mittels Bestimmung der Zellproliferation im BrdU-Test.
3.1. Materialien

3.1.1. Laborgerate und Software

Brutschrank: COzbegast Heraeus, Osterode, Deutschland

Computersystem zur Extinktionsmessung: ELISA- Reader SLT Labinstruments GmbH,
Crailsheim, Deutschland

Immulite-Analysesystem: DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim, Deutschland

Kihl- und Gefrierschranke: (-80°C) Heraeus, Osterode, Deutschland

Laborzentrifuge: Universal 30 RF Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
Magnetriihrer: Magnetrotationsgerat Typ MR 2002 Heidolph

Massenspektrometer: LC-MS-System LCQ- Advantage (Thermo-Finnigan)
Phasenkontrastmikroskop: mit Kamera CK 2, Tokyo, Japan

Prazisionswaage: Typ BP 210 S Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Sterilbox: Heraeus, Osterode, Deutschland

Vakuumrotationsverdampfer: eppendorf concentrator 5301, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Vortex-Laborschiittler: Typ REAX 2000, Heidolph, Miinchen, Deutschland

Warmeschrank: Heraeus, Osterode, Deutschland

3.1.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

96er-Mikrotiterplatten: (MTP) 96-Wellplates Cellwells™, CORNING®, Corning US
Aktivkohle: Charcoal activated Norit’, SIGMA®Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Antibiotic Antimycotic: (10.000IE. Penicillin/ml, 10mg Streptomycin und 25ug Ampho-
tericin B per ml), Produkt No. A9909,5ml, SIGMA®Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

DAB Diaminobenzidin: DAKO Hamburg, Deutschland

Dextran 70: Linear Formula:(C6H1005)n, SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Tauf-
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kirchen, Deutschland

Dimethyl Sulfoxide Sigma®:(Methyl Sulfoxide; DMSQO), DMSO, rein G. Vogler b.v.
Rotterdam, Niederlande

DMEM: Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium Produkt No. D5648, 500ml, - high glu-
cose - with 4500 mg/| glucose and L-glutamine, without sodium bicarbonate, powder,
suitable for cell culture, SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutsch-
land

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline: (PBS), ohne Ca++, Mg++, seromed®, Cat.No.
L 1823, Lot No. 564 U, Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Einwegsterilfilter: Produkt No. 58067, Nylon 66 Filter Membranes, pore size 0.45um,
diam. 47mm, pkg of 50, SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutsch-
land

Einwegsterilfilter: Produkt No. 58188, Cellulose Filter Membrane, pore size 0.22um,
diam. 47mm, pkg of 100, SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutsch-
land

Fetales Kélberserum:(FKS, Fetal Bovine Serum, FBS) SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Hydrogen Peroxide: H202 Pufferlésung 100ml, Produktnummer 386790,Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland

L-Glutamin: 200mM SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
MEM: Minimum Essential Medium Eagle, Produkt No. M3024, 500ml, with Earle’s salts
and non-essential amino acids, without L-glutamine, phenol red and sodium bicar-
bonate, modified, powder, suitable for cell culture SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Pipetten mit Spitzen: 10ml, 5ml Greiner BIO-ONE, Frickenhausen, Deutschland
Pipettierhilfe PhysioCare concept, verschiedene Volumina, Eppendorf Research
Sterilfilter: 500 ml Filtersystem, CORNING®, Corning, US

Teflonbeschichtete Dreiloch-Objekttrager: @ der Vertiefungen 14mm, Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblaulésung: Trypanblau (0,4%), SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-
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chen, Deutschland

Trypsinlosung: Trypsin- EDTA solution, 1x, cell culture tested, SIGMA® Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Tubes: 2ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

V5007 Nalgene® cryogenic vials: size 2.0 ml, sterile SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Zellkulturflaschen: NUNCLON™ NUNC™, Nalge Nunc International, Zellkulturflaschen

mit Oberflachen von 25-175cm?, Roskilde, Ddnemark

3.1.3. Testsysteme

BrdU-Test: BrdU-Labeling and Detection Kit Ill, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

MTT-Test: Cell Proliferation Kit | (MTT), Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Deutsch-
land

Vectastain-Elite-ABC-Kit: Vector Laboratories Ltd., Peterborough, UK

3.1.4. Zelllinien

Endometriumkarzinomzelllinie Ishikawa: ECACC Salisbury, Wiltshire, UK
Endometriumkarzinomzelllinie MFE-280: ECACC Salisbury, Wiltshire, UK
Endometriumkarzinomzelllinie RL-95-2: American Type Culture Collection (ATCC), Ma-

nassas, US und dem europadischen Vertriebspartner LGC Standards, Teddington, UK

3.1.5. Leinsamen, Lignane und 17-B-Ostradiol

Leinsamen: 100gr, Linum usitatissimum der Sorte Barbara, Bestand der Universitat
Rostock, Institut fir Biowissenschaften, Abteilung Biochemie

Matairesinol: 25mg, Chemical Formula: C20H2206, Family: Lignans, CAS#: 580-72-3,
Extracted From: Flax, M 358,39g/mol, Chromadex, Santa Ana, US

Enterodiol: 25mg, Chemical Formula: C18H2204, Family: Lignans, CAS#: 80226-00-2,
Extracted From: Flax, M 302,36g/mol, Chromadex, Santa Ana, US

Enterolactone: 25mg, Chemical Formula: C18H1804, Family: Lignans, CAS#: 78473-71-
9, Extracted From: Flax, M 298,33g/mol, Chromadex, Santa Ana, US
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Secoisolariciresinol: 2 mg, Chemical Formula: C20H2606, Family: Lignans, CAS#: 580-
72-3, Extracted From: Flax, M 362, 42 g/mol, Chromadex, Santa Ana, US
Podophyllotoxin: 5mg, Chemical Formula: C22H2208, Family: Lignans, Toxins, CAS#:
518-28-5, Extracted From: NA, M 414,411g/mol, Chromadex, Santa Ana, US
17-B-Ostradiol: 25mg, B-Estradiol-Water Soluble, E4389, Synonym: Cyclodextrin-
encapsulated 17B-estradiol, M 272,38g/mol, SIGMA® Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

3.2. Ndhrmedien und Losungen
In diesem Kapitel werden die wichtigsten Nahrmedien und Losungen, die fiir die Unter-

suchungen zubereitet werden mussten, benannt.

3.2.1. Zusammensetzung der Zellkulturmedien und -I6sungen

3.2.1.1. Einfriermedium

Das Medium besteht aus 10% FKS, 70% DMEM-Medium und 20% DMSO.

3.2.1.2. PBS (Phosphate buffered saline)

Mithilfe von PBS wird in zellbiologischen Experimenten die Osmolaritat der Zellen auf-
rechterhalten. Phosphatgepufferte NaCl-Losung, bestehend aus 8g Natriumchlorid
(NaCl), 0,2g Kaliumchlorid (KCl), 0,2g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) und 2,9g
Dinatriumphosphatdihydrat (Na2HPO4),wurde in 11 Aqua dest. aufgeldst mit NaOH/HCI
auf einen pH-Wert von 7,2-7,4 (das Optimum lag bei 7,35) eingestellt. Dies entspricht

der isotonischen Konzentration im menschlichen Korper.

3.2.1.3. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

Es wurde DMEM Produkt No. D-5648 von der Firma Sigma verwendet.

Zur Herstellung von 1000mI Medium wurde 1000ml| Aqua dest. versetzt mit:
e 13,36g Pulver DMEM

e 3,0g Natriumhydrogencarbonat
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e 5,2g Hepes Puffer (1M)
Dann erfolgte die Sterilfiltration des Mediums mit einem Filter der PorengrofRe 0,2um.
Mit NaOH/HCI wurde es auf einen pH-Wert von 7,2-7,4 (das Optimum lag bei 7,35)
eingestellt. Folgendes wurde hinzugegeben:
e Antibiotic/Antimycotic, bestehend aus 10.000 IE Penicillin/ml, 10mg Streptomy-
cin und 25ug Amphotericin B per ml
e Feta-Bovine-Serum, 50ml, um die Kulturen mit Proteinen, Aminosauren, Spu-
renelementen und Hormonen zu versorgen.

Das Medium wurde bis zum Verbrauch bei 9°C gelagert.

3.2.1.4. MEM (Minimum Essential Medium Eagle)
Es wurde MEM Produkt No. M3024 von der Firma Sigma verwendet.
Zur Herstellung von 1000m| Medium wurde 1000ml Aqua dest. versetzt mit:

e 13,36g Pulver DMEM

e 3,0g Natriumhydrogencarbonat

e 5,0 g Hepes Puffer (1M)
Dann wurde das Medium sterilfiltriert mit einem Filter der Porengrof3e 0,2um und mit
NaOH/HCI auf einen pH-Wert von 7,2-7,4 (das Optimum lag bei 7,35) eingestellt. Des
Weiteren wurde Folgendes zugegeben:

e Antibiotic/Antimycotic (10.000 IE Penicillin/ml, 10mg Streptomycin und 25ug

Amphotericin B per ml),
e Gestripptes Feta-Bovine-Serum, 50ml|

Das Medium wurde bis zum Verbrauch bei 9°C gelagert.

3.2.2. Strippen des Feta-Bovine-Serums

Ziel des Strippens ist es, alle Steroidhormone einschlieBlich des 17-R-Ostradiols zu ent-
fernen. Dafliir wurde die Methode nach Soto et al. (121) angewandt. Zuerst wird die
Aktivkohle zweimal mit je 45ml Wasser resuspendiert und 5 Minuten bei 1200 U/min
abzentrifugiert. 40ml des langsam, bei ca. 9°C aufgetauten FBS wurde daraufhin mit
2,2g sauregewaschener Aktivkohle und 0,22g Dextran versetzt. Anschliefend wurde die

Mischung eine Stunde bei 37°C mit dem Magnetrihrer inkubiert. Die Suspension wurde
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danach 40Minuten bei 3200 U/min zentrifugiert. Mit einer Pipette wurde das gestripp-
te Serum (CD-FCS) abgenommen, steril zunachst durch einen 0,45um und anschliefend
durch einen 0,22um Einwegfilter filtriert und in Aliquote zu je 50ml abgefiillt. Das CD-

FCS wurde sofort verwendet oder fiir den weiteren Gebrauch bei -30°C eingefroren.

3.3. Methoden

3.3.1. Die getesteten Substanzen

3.3.1.1. Gewinnung des Leinsamenrohextraktes

Zusammen mit dem Fachbereich Chemie der Universitat Rostock isolierten wir nach der
von Herrn Dr. rer. nat. W. Ruth (122) entwickelten Methode, Kaltextraktion mit Metha-
nol, aus Leinsamen den Leinsamenrohextrakt, der Grundlage fiir unsere Untersuchun-
gen an den Zellkulturen bildete. Diese Kaltextraktion ist eine fiir die Rohextraktgewin-
nung sehr schonende Methode, um die darin enthaltenen Stoffe zu bewahren.

Dazu wurden 100g Leinsamen zusammen mit Trockeneis in einer elektrischen Mihle
gemahlen. Der durch Kryozerkleinerung gewonnene pulverformige Leinsamen wurde
auf 5 Réhrchen verteilt. Ca. 1 g des Leinsamenrohextraktes wurde in 100ul Methanol ge-
I6st und fur die geplante HPLC-MS-Analyse bereitgestellt. Den Gbrigen Rohextrakten wur-
den je 20ml Methanol zugefligt. Es wurde anschlieRend jeweils eine halbe Stunde im
Schiittler bei 300 Bewegungen pro Minute vermengt. Anschlielend wurde das Metha-
nol vorsichtig mit der Pipette in einen Erlenmeyerkolben gegeben. Jedes Réhrchen
wurde nun mit je 30ml Methanol versetzt und erneut fiir eine halbe Stunde bei 300
Bewegungen pro Minute im Schiittler durchmischt. Das Methanol wurde erneut in den
Erlenmeyerkolben abpipettiert. Dadurch waren die Stoffe des Leinsamenrohextraktes in
Methanol aufgenommen und konnten anschlieBend im Rotationsverdampfer bei 50°C,
90 Umdrehungen pro Minute und einem Vakuum von 250mbar bis zur Trocknung ein-
geengt werden. Als verbliebenes Destillat erhielten wir 624mg Leinsamenrohextrakt in
fester Form. Der bis zur Trocknung eingeengte Rohextrakt wurde mechanisch aus dem

Kolben geldst und anschliefend in 10 anndhernd gleichen Teilen von 49mg bis 72mg in
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2 ml-Tubes gefillt.

3.3.1.2. Phytoostrogene und Kontrollen

Gleichzeitig erwarben wir zur Testung die synthetisch hergestellten Lignane Matairesi-
nol, Secoisolariciresinol, Enterodiol und Enterolacton. Als Referenzgruppen dienten
jeweils die unstimulierte DMSO-Leerkontrolle der Endometriumkarzinomzellen sowie
als Positivkontrolle 17-RB-Ostradiol.Das ebenfalls synthetisch hergestellte Podophylloto-

xin wurde als Kontrollstoff bezlglich einer méglichen Zytotoxizitat verwendet.

3.3.2. Loslichkeitsversuche und Losungsmitteleinfluss bei den verwendeten Zelllinien

Fir alle verwendeten Substanzen musste ein geeignetes Losungsmittel als Losungsver-
mittler eingesetzt werden, welches einerseits maximal vertraglich mit der Zellkultur
war und gleichzeitig eine minimaler toxische Wirkung auf die Zellkulturen hatte. Dazu
wurden DMSO 1 %, DMSO 0,4 %, DMSO 0,1 %, DMEM und PBS getestet. Daraufhin
wurde der Losungsmitteleinfluss an den verwendeten Zelllinien Gberprift. Dazu wur-
den nur diejenigen Losungsmittel getestet, die eine gute Loslichkeit nachwiesen. Um
einer Instabilitat der Losungen und dem damit einhergehenden Wirkungsverlust entge-

genzuwirken, wurden regelmaRig frische Losungen hergestellt.

3.3.2.1. Loslichkeitsversuche mit DMSO
Je eine Probe wurde in 1 ml DMSO in den Konzentrationen DMSO 1 %, DMSO 0,4 %,

DMSO 0,1 % gelost, um sie daraufhin fir 15 Minuten in den Laborschiittler zu geben.

3.3.2.2. Loslichkeitsversuche mit DMEM
Eine Probe wurde priméar in 1 ml DMEM geldst, dann wurden zusatzlich 44 ml DMEM
dazugegeben, um die gesamte Flussigkeit daraufhin im Magnetrihrer fir 30 Minuten

zu durchmischen.

3.2.2.3. Loslichkeitsversuche mit PBS
Eine weitere Probe wurde in 1 ml PBS gel6st und dann 44 ml PBS hinzugegeben. Die

Mischung wurde daraufhin im Magnetrihrer fiir 30 Minuten vermengt.
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3.3.3. Chemische Analytik

3.3.3.1. Strukturanalyse des Leinsamenrohextraktes mittels HPLC-MS

Die Strukturanalyse des Leinsamenrohextraktes erfolgte mittels HPLC-MS in Zusam-
menarbeit mit dem Fachbereich Chemie der Universitat Rostock (122).

HPLC-MS ist die Kopplung des Verfahrens Hochleistungsflissigkeitschromatographie
(High Performance Liquid Chromatography) mit der Massenspektrometrie (MS). Dabei
dient die Chromatographie zur Auftrennung und die MS (123) zur Identifikation und
Quantifizierung, mit ihr lasst sich die Konzentration der Substanzen ermitteln.

Will man mithilfe chromatographischer Verfahren die Trennung eines Substanzgemi-
sches erreichen, nutzt man die unterschiedliche Verteilung der zu trennenden Stoffe
auf zwei nicht miteinander mischbaren Phasen. In der Chromatographie (124, 125) wird
die Substanz von einer mobilen auf eine stationdre Phase transportiert, wobei ein un-
terschiedlich schneller Weitertransport aufgrund der spezifischen physikochemischen
Eigenschaften jeder Substanz erfolgt. Wird die Retentionszeit der unbekannten Sub-
stanz mit der einer Standardsubstanzverglichen, kann dies zur Trennung und somit
auch zur Identifikation der einzelnen Komponenten des Analyten herangezogen wer-
den.

Das zu untersuchende Stoffgemisch wird in die Gasphase lberflihrt und ionisiert. Die
Elektrosprayionisation (ESI) (126-129) ist eine Technik, bei welcher die lonen fiir das zu
analysierende Molekil schonend erzeugt werden und zu einem sehr geringen Fragmen-
tationsanteil fihren. Sie stellt somit ein geeignetes Analysewerkzeug fiir phenolische
Verbindungen dar. Die lonisation der vorhandenen Verbindungen erfolgt im lonisator
im Hochspannungsfeld bei +5 KW im ESI-Modus. Die Analytlésung wird bei 150°C tber
eine Transferkapillare, die als lonenfalle dient, gelenkt. Dort erfolgt eine Sortierung
nach dem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis. Am leichtesten wird dabei das Strukturele-
ment mit der niedrigsten Bindungsaktivitat abgespalten. Die Polaritat wird Gber die
Retentionszeiten abgeleitet. Im Computerregistriersystem des Massenspektrometers

erfolgt eine Identifizierung durch eine Korrelation der Molaren Masse der Strukturele-
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mente mit der Molaren Masse bekannter Strukturen.

Durch Umstrukturierungen und die Einflihrung neuer Computersysteme am Fachbe-
reich Chemie der Universitat Rostock gingen die gewonnenen Daten aus der HPLC-MS
des Leinsamenrohextraktes vollstdndig verloren. Sie waren nicht mehr eruierbar. Da
eine erneute Analyse des Leinsamenrohextraktes mit hohem finanziellem als auch zeit-
lichem Aufwand verbunden ist, war das genutzte Verfahren nicht wiederholbar. Neuer-
liche Untersuchungen wiirden zudem keine validen Untersuchungsergebnisse liefern,
da Leinsamen als natiirliches Produkt fortschreitenden Veranderungsprozessen unter-
liegt. Doch bereits in vorangegangenen Arbeiten unserer Forschungsgruppe wurde eine
Strukturanalyse des Leinsamenrohextraktes mittels HPLC-MS durchgefiihrt, sodass auf
diese Analyseergebnisse zuriickgegriffen werden konnte (130). Die Ubertragbarkeit der
bestehenden Daten ist gewahrleistet, da es sich bei dem in unserer Arbeit verwendeten
Leinsamen, Sorte Barbara aus der Landwirtschaftlichen Untersuchungs- und For-
schungsanstalt MV, Rostock, zur Verfligung gestellt von PD Dr. rer. nat. S. Abarzua
(131), um den gleichen Samen handelt, der auch in den bisherigen Untersuchungen
unserer Laborgruppe verwendet wurde.

Fir die Analyse wurde eine C18-S&dule (Discovery, Supelco) mit einer Flussrate der mo-
bilen Phase von 0,2 ml pro min verwendet. Der Leinsamenrohextrakt wurde in 50 pl
Methanol geldst. Es wurde 2 pl Material auf die Sdule gegeben, die dann durch einen
Stufengradienten aus Methanol und 6 % Essigsaure separiert und durch Messung der
positiven und negativen lonen im ESI-Modus zwischen 80—-2000 amu identifiziert wurde
(130). Zur Korrelation in der Massenspektrometrie werden die Molaren Massen be-
kannter Phytodstrogene genutzt (vgl. Tab. 1), indem die Peak-Flachen der Standards
mit der Peak-Flache des Analyten verglichen werden. Die gesuchte Massenspur wird
computergesteuert erkannt. Aus finanziellen Griinden konnte die Quantifizierung der
gefundenen Extraktbestandteile in unserer Forschungsgruppe nicht durchgefiihrt wer-
den (130). Es erfordert Referenzstandards mit einer Reinheit von 99,99 %, um eine vali-
dierte Kalibrierungskurve zu erstellen, sodass die HPLC-MS in diesem Fall nur den quali-

tativen Nachweis der Inhaltsstoffe lieferte.
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Tab. 1 Molare Massen der Isoflavone und Lignane des Leinsamenrohextraktes

Aufgelistet sind die Molaren Massen der Isoflavone und Lignane, die in dem untersuchten Ex-
trakt detektiert wurden, in g/mol. Es wurden sowohl die Aglycone und Dimere als auch die gly-
cosidisch gebundenen Phytodstrogene mittels HPLC-MS identifiziert.

Verbindung Molare Dimer | Addukt | Glycosid | Diglycosid | Glycosid-
Masse Dimer
Genistein 270,2 540,4 | 330,2 |432,4 594,6 864,8
Daidzein 254,2 508,4 | 314,2 |416,4 578,6 832,8
Formononetin 268,2 536,4 | 328,2 430,4 592,6 860,8
Boichanin A 284,2 568,4 | 344,4 | 446,4 608,6 892,8
Coumestrol 268,2 536,4 | 328,2 |430,4 592,6 860,8
Secoisolariciresinol | 362,4 724,8 | 422,4 524,6 686,8 1049,2
Matairesinol 358,39 716,8 | 418,4 | 520,6 682,8 1041,2
Enterodiol 302,3 604,6 | 362,3 |464,5 627,7 929
Enterolacton 298,3 596,6 | 358,3 |460,5 622,7 921
Pinoresinol 374,43 748,8 | 434,4 536,6 698,8 1073,2
Isolariciresinol 360,4 722,8 | 420,4 522,6 684,8 1045,2
Arctigenin 372,4 744,8 | 432,4 | 534,6 696,8 1069,2
Lariciresinol 360,4 720,8 | 420,4 522,6 684,8 1045,2

3.3.3.2. Immunzytochemische Charakterisierung der verwendeten Zellkulturen zum
Nachweis des Progesteron, ER-a und ER-f

Die Bestimmung des Rezeptorstatus der verwendeten Endometriumkarzinomzelllinien
wurde mithilfe des Vectastain-Elite-ABC-Kits durchgefiihrt. Die Losungen wurden nach
Herstellerangaben hergestellt.

Nach 96 Stunden Kultivierung der Zellen werden sie in DMEM aufgenommen. Je 200 pl
Zellsuspension werden mit je 1x10* Zellen in die dafiir vorgesehenen, teflonbeschichte-
ten, sterilisierten Objekttrager mit je drei Wells pro Objekttrdager ausgesat. Die Zellen
wurden bis zur Konfluenz in einer sterilen feuchten Kammer (Petrischale) in den Inku-
bator bei 37 °C und 5 % CO; fiir 24 Stunden gestellt. Die Kontrolle der Konfluenz erfolg-

te lichtmikroskopisch. Die Zellen wurden daraufhin dekantiert, fir 12 Stunden luftge-
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trocknet. Die Fixierung erfolgte fir 10 Minuten in 4%igem Phosphat-gepuffertem For-
maldehyd. Zu Beginn des immunhistochemischen Nachweises wurden die Schnitte zu-
nachst bei Raumtemperatur dreimal fir fiinf Minuten in PBS gewaschen, dann folgte
die Blockierung unspezifischer Hintergrundreaktionen durch Zugabe von Normal-
Pferde-Serum. Eine Inkubationszeit von 20 Minuten schloss sich an. Der Uberstand
wurde erneut dekantiert, wobei darauf zu achten war, dass die Objekttrager nicht aus-
trockneten. Danach folgte zur Lokalisation der ER-f8 und ER-a die Inkubation mit je 150
pl der in PBS gelosten primaren Antikorper jeweils 1:10 verdinnt. Der Leerwert mit PBS
diente zur Kontrolle. AnschlieRend wurden die Schnitte abgedeckt und tGiber Nacht bei 4
°Cin Blocklésung mit dem Primarantikorper inkubiert.

Nach dreimaligem jeweils flinfminitigem Waschen in PBS wurden die Schnitte mit dem
biotinyliertem Zweitantikdrper (5 ml PBS+ 2 Tropfen Reagent A+ 2 Tropfen Reagent B)
fir 30 Minutenbei Raumtemperatur inkubiert und wiederum dreimal finf Minuten in
PBS gewaschen. Hierauf folgte die Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex-Reagens, erneut drei Waschschritte mit PBS und eine weitere 30-minitige
Inkubation bei Raumtemperatur. Die Inkubation mit H0; und dem Peroxidase-Substrat
3,3'-Diaminobenzidin startete die Farbereaktion. Sobald die Schnitte eine deutliche
Farbung zeigten, wurden sie jeweils flinf Minuten in Leitungswasser gewaschen, um die
Farbreaktion abzubrechen. Samtliche Arbeiten wurden mit Handschuhen und unter
einer chemischen Abzugshaube durchgefiihrt. Als nachstes erfolgte die Gegenfarbung
mit der mikroskopischen Farbemethode Hdmalaun nach Mayer. Daflir wurden die
Schnitte in Aqua dest. gespiilt, die Himalaun Gebrauchslésung fir 5-10 min aufgetra-
gen, bis die Kerne gut gefarbt waren und mikroskopisch kontrolliert werden kénnen.
Die Uberschiissige Farblésung wurde vom Objekttrager entfernt und mit Aqua dest.
gespllt, bis das ablaufende Wasser farblos war. Unter flieBendem Leitungswasser wur-
de der Trager zusatzlich ausgewaschen (Blauen) und mikroskopisch kontrolliert. Als die
farbliche Differenzierung das gewiinschte Ausmald erreicht hatte, wurde der Objekttra-
ger sofort mit aufsteigender Alkoholreihe dehydriert, weshalb die Proben jeweils fiir
einige Sekunden in 50 %, 70 % und 100 % Ethanol gespilt wurden. Die Objekttrdger

wurden mit Xylol dreimal fir finf Minutengespult und Gber Nacht luftgetrocknet. Als
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letzter Schritt erfolgte das Eindecken mit Kanadabalsam mit je einem Tropfen pro Well.
Die Praparate wurden erneut unter dem Lichtmikroskop beurteilt, dabei galt:
e braune Reaktion = DAB-Reaktion = positive Reaktion

e blaue Reaktion = Himalaunfarbung = negative Reaktion

| Primary Antibody € Bmﬂnylated
! - Secondary
' %% | Antiba

- B P e ™
' Add E Add Enzyme
Avidin/Bio 7 Substrate
Enzyme | |
Complex ( 1 |

Abb. 5 Schematische Darstellung des Vectastain-Elite-ABC-Kits (132)

3.3.4. Bereitstellung des Leinsamenrohextraktes, der Lignane und des 17-B-Ostradiols
fiir die Stimulationsversuche

Die zu testenden Lignane Secoisolariciresinol, Matairesinol, Enterodiol, Entrolacton,
Podophylotoxin, der Rohextrakt und das 17-R-Ostradiol wurden in 10 % DMSO gelést
und mit destilliertem Wasser zur Herstellung einer Konzentrationsreihe verdiinnt. Die
Endkonzentration an DMSO lag im Kulturmedium bei 0,1 Vol.-%. Um eventuelle Instabi-

litaten der wassrigen Loésungen und damit einen Wirkungsverlust oder einen mikrobiel-
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len Befall auszuschlieflen, wurden regelmaRig frische Losungen hergestellt.

3.3.5. Zellkultivierung
Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Laminar Flow Ar-

beitsbank durchgefiihrt.

3.3.5.1. Zellkultivierung und Anforderung der Zellen an ihr Milieu

Die verwendeten Zellen wurden in unverschlossenen Kulturflaschen mit 25 cm? oder 75
cm? Grundflache bei 37 °C in einem mit 5 % CO begasten Brutschrank in einer wasser-
dampfgesattigten Atmosphare kultiviert. Der normale Sauerstoffpartialdruck der Luft
ist ausreichend. Die Energiegewinnung in vitro erfolgt Gber Glykolyse. Zur Kontrolle des
ph-Werts wird dem Medium Phenolrot als Indikator zugesetzt. Es farbt sich bei pH 7,4
rot, orange bei pH 7,0 und schlieBlich gelb bei pH 6,5. Ab dem alkalischen pH-Wert 7,6
verfarbt es sich blaulich rot bis lila.

Da definierten Medien den meisten Zellen nicht ausreichen, wurde mit Blutserum supp-
lementiert. Fetales Kalberserum stellte Hormone, Proteine, Wachstumsfaktoren und
Spurenelemente zur Verfigung. Um standardisierte Kulturbedingungen zu schaffen
wurde das fetale Kalberserum der gleichen Charge fiir die Arbeiten verwendet. Die Ste-
roidhormone wurden aus dem fetalen Kalberserum durch Strippen nach der Methode
von Soto et al. (121) entfernt.

Das Kulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Nach dem Verbrauch des
Mediums und dem vollstandigen Bewuchs musste die Zelllinie geteilt werden. Nahezu
konfluent gewachsene Zellen wurden mit Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturflasche
abgeldst und wieder in Suspension gebracht. Ein Teil der Zellen, 1 ml Zellsuspensi-
on/13ml Medium, wurde in einer neuen Kulturflasche mit frischem Medium weiterkul-
tiviert oder kryokonserviert. Ein nachster Teil wurde auf die gewiinschte Zelldichte ein-
gestellt und in Mikrotiterplatten eingesadt. An den Mikrotiterplatten wurden die ent-
sprechenden Tests durchgefiihrt.

Durch jede Trypsinbehandlung erhoht sich definitionsgemaR die Passagezahl der Zellen.
Die Zellkultur kann sich von Passage zu Passage verandern (133, 134), z.B. uniformer

und homogener werden, da der Anteil gut proliferierender Zellen zu der schlecht
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proliferierender abnimmt. Dem kann man mit geeigneten Kulturbedingungen und einer
Nutzung von Zelllinien mit relativ konstanter Passagezahl entgegenwirken. Die Tests
wurden alle mit Zellen in der achten, neunten oder zehnten Passage durchgefiihrt. Zur
Verhinderung von mikrobiellem Wachstum wurden Antibiotika und Antimykotika zuge-

setzt.

3.3.5.2. Kryokonservierung von Zellen

Eine Konservierung von Kulturzellen kann durch Einfrieren der Zellen in Flussigstickstoff
bei -196 °C erfolgen. Die Zellen werden in einem Einfriermedium aus 10 % FBS, 70 %
DMEM-Medium und 20 % DMSO (10%ig) aufbewahrt. Hierfir wurden 107 Zellen in kal-
tem Einfriermedium aufgenommen und je 1,5 ml in Kryorohrchen Uberfiihrt. Die Kryo-
réhrchen wurden zundchst im Gefrierschrank auf -85 °C gekihlt. Nach 24-48 h wurden
die Kryoréhrchen zur Langzeitaufbewahrung in fllissigen Stickstoff umgelagert. Derart
eingefroren sind die Zellen jahrelang haltbar und jederzeit wieder auftau-, kultivier-

und verwendbar.

3.3.5.3. Auftauen von Zellen

Die in Kryoréhrchen als Suspension im Einfriermedium in Flissigstickstoff aufbewahr-
ten Zelllinien wurden zur Rekultivierung auf 37 °C erwarmt und aufgetaut. Da sich das
10%ige DMSO toxisch auf die Zelllinien auswirkt, wurden die Zellen nach dem Auftauen
sofort in 15ml Réhrchen Gberfihrt und mit 13ml, 37°C erwdarmtem DMEM verdinnt.
Die Zellen wurden 10 Minuten bei 1.000 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert, in
7ml frischem Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen mit einer Kulturoberfla-
che von 25cm? ausgesat. Um DMSO-Riickstiande zu entfernen, wurde das Medium ei-
nen Tag spater gewechselt. Im Folgenden wurde alle 48 h mikroskopisch die Adharenz
der Zelllinien beobachtet. Bei nicht ausreichender Adharenz erfolgte ein Mediumwech-

sel, ansonsten wurde die Zellkultur angelegt.

3.3.5.4. Zellzdhlung und Einstellung der Zellkonzentration
Die Zellsuspension wurde nach der Trypsinierung in 10 ml Medium aufgenommen und

grindlich geschuttelt. Fir die Zellzahlung erfolgte eine Verdiinnung von 1:20 mit 360 pl
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DMEM, 20 ul Zellsuspension und 20 ul Trypanblau. Die Suspension wurde mit dem Vor-
tex-Schittler vermengt und in eine Pipette aufgezogen. Fir die Bestimmung der Zell-
zahl wurde eine Birker-Zahlkammer eingesetzt.

Die Glasplatte enthdlt eine vertiefte Mittelflache, auf der

guadratische Felder definierter GrofRe eingeatzt sind. Das

Zihlnetz ist in 9 Quadrate von je 1mm? Flache geteilt. Ein

Deckglas wird von der Seite unter gleichmaRigem Druck auf

die Zahlkammer aufgeschoben und sitzt fest, wenn die

Abb. 5. Zélh;;;tiz nach Biir- Newton’schen Ringe sichtbar werden. Diese zeigen, dass
ker sich das Deckglas im reproduzierbaren Abstand vom Boden
der Kammer befindet. Erst dadurch entsteht der eigentliche Hohlraum mit einer genau
definierten Tiefe von 0,1mM, in dem die Auszdhlung erfolgt.

Auf zwei Kammerfeldern wurden mit der Pipettenspitze je 10 ul Zellsuspension im spit-
zen Winkel auf die Zahlkammer am Rand des Deckglases angesetzt, wobei sich an-
schlieBend die Zahlkammer mittels Kapillaritat von selbst fillte. Es wurden finfmal finf
Felder ausgezdhlt. Um die entsprechende Verdinnung von 1:20 zu beriicksichtigen
wird die Zellzahl mit 10 multipliziert. Nach dem Auszdhlen der Zellen unter Berticksich-
tigung der Verdiinnung und der anschlieRenden Multiplikation mit dem Faktor 1x10*
erhalt man die Zellzahl pro Volumeneinheit/ml. In den durchgefiihrten Versuchen wur-
den sowohl fur den BrdU-Test als auch fiur den MTT-Test Zellkonzentrationen von
5x10%/ml verwendet. Es wurden alle Zellen innerhalb der Quadrate und die auf dem
rechten und unteren Rand liegenden Zellen gezahlt. Da bei defekter Zellmembran

Trypanblau in die abgestorbenen Zellen eindringt und sie einfarbt, kdnnen avitale Zel-

len identifizieren werden.
3.3.5.5. Verwendete Endometriumzellkulturen

3.3.5.5.1.Ishikawa
Die Ishikawa Zelllinie ist eine humane Endometriumkarzinomzelllinie, bestehend aus
Driisenzellen, die von einem gut differenzierten, endometrialen Adenokarzinom einer

39jahrigen asiatischen Patientin stammte. Die Zelllinie Ishikawa wurde 1985 von Nishi-
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da (135) aus einem Adenokarzinom im menschlichen Endometrium isoliert und etab-
liert (136, 137). Diese Zelllinie exprimiert einen funktionellen ER (135, 138, 139), einen
E2 induzierbaren Progesteronrezeptor (138, 140) und einen Androgenrezeptor. Sie
enthalt sowohl ER-a als auch ER-B und ist dstrogenresponsiv. An Ishikawa Zelllinien
werden sowohl Untersuchungen in Zellkulturen als auch im Tumorgewebe von Mausen
durchgefihrt, nachdem durch Zellimplantation ein Endometriumkarzinom induziert

wurde (135).

3.3.5.5.2. MFE-280

Laut Angaben der Hersteller ist die Zelllinie MFE-280 eine humane Endometriumkarzi-
nomzelllinie aus Driisenzellen, die einem epithelial wiederkehrenden, schlecht differen-
zierten, endometrialem Adenokarzinom einer 78jahrigen kaukasischen Patientin ent-
stammen. Initial sind die Zellen als Aggregat in einer Suspension fiir ein Jahr gewachsen
und wurden dann als monolaye Kultur (Molekularschicht) transferiert. Die Karyotyp-
Analysen zeigten ein fast diploides Zellbild mit heterogenen komplexen Abweichungen.
Enthélt sowohl ER-a als auch ER-B und ist 6strogenresponsiv. An der Zelllinie MFE-280
wurden Untersuchungen in Zellkulturen durchgefiihrt. Im Tiermodel zeigte sich, dass

sie bei Mausen kanzerogen sind (141, 142).

3.3.5.5.3. RL95-2

Die Zelllinie RL95-2 ist eine humane Endometriumkarzinomzelllinie, die einem epithe-
lialem, endometrialem Karzinom einer 65jahrigen kaukasischen Patientin entnommen
wurden. 1983 charakterisierten Way et al. (143) diese Zelllinie. Es handelt sich um ein
maRig differenziertes (Grad 2) adenosquamdoses Karzinom des Endometriums. Die Ker-
ne sind gro® und unregelmaRig. Die Zellen haben eine Verdopplungszeit von 22 bis 34
Stunden (143). Sie enthalten sowohl ER-a als auch ER-B und sind &strogenresponsiv.
Laut Angaben von ATCC verfiigten die Zellen Gber Alpha-Keratin, gut ausdifferenzierte

junktionale Komplexe, Tonofilamente und Oberflachenmikrovilli.
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3.3.5.6. Anlegen der Endometriumzellkulturen als Vorbereitung fiir die Testdurchfiih-
rung

Die Inkubation ist im Folgenden fiir alle Endometriumzellkulturen beschrieben.

Die Zellen wuchsen als Monolayer in DMEM mit 10 % fetalem Kalberserum mit 1 % Pe-
nicillin/Streptomycin und 0,5 % Amphotericin B. Flr die Testvorbereitung wurden die
Zellen mikroskopisch begutachtet und das DMEM vorsichtig entfernt. Um den Einfluss
der Steroidhormone im fetalen Kalberserum zu minimieren, wurde nach ca. 50%iger
Konfluenz auf ein delipidiertes Medium und gestripptes fetales Kalberserum umge-
stellt. Das phenolrotfreie MEM und mit 5 % Aktivkohlebehandelte hormonfreie FBS
wurde 3 Tage lang alle 24 Stunden gewechselt. Dadurch wurde die Grundexpression an
Ostrogensensitiven Genen reduziert. Nach 3 Tagen erreichten die Zellen eine fast voll-
standige Konfluenz. Es wurden 10 ml PBS zum Waschen dazugegeben und anschlieBend
4 ml Trypsin zum Losen der Zellen vom Flaschenboden verwendet. Die Kulturen wurden
flr finf Minuten in den Brutschrank zuriickgelegt. Anschlieend wurde die Reaktion
durch Zugabe von 13 ml Medium, es wurde mindestens das 1,5-Fache der Trypsinmen-
ge verwendet, gestoppt. Die Suspension wurde danach 10 min bei 1000 U/min
(10°1000U/min) zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und 5 ml frisches Medium

hinzugefiigt. Die Zellen wurden mit der Birker-Zahlkammer gezdhlt und so verdiinnt,

3
dass 5x10 Zellen in je 100 pul Medium vorhanden waren.

3.3.6. Zelltestung

Im Folgenden wird die Vorbereitung der Mikrotiterplatten fir den BrdU- als auch MTT-
Test beschrieben.

Es wurden auf die Mikrotiterplatten jeweils 100 pul Endometriumzellsuspension pro
Well pipettiert, anschlieRend wurde den Zellen je 1 ul der zu testenden Verbindungen
dazu dosiert, sodass sich im Medium eine Endkonzentration an DMSO von 0,1 % ein-
stellte. Die selbst hergestellten Rohextrakte und die industriell produzierten Lignane
wurden in zwei verschiedenen Konzentrationen, 30 uM und 1mM, mit jeweils 4 Paral-
lelansatzen auf die bendtigte Anzahl 96er-Wellplatten aufgetragen.

Diese Ansatze wurden nun fiir 48 h bei 37 °C / 5 % CO20hne, als KontrollgroRe, und mit
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den Phytoostrogenextrakten inkubiert. Die anschlieBenden Testungen wurden wie fol-

gend beschrieben durchgefiihrt.

3.3.6.1. BrdU-Test

Der 5-Bromo-2’-deoxy-Uridin-Test ist ein Proliferationsassay, welcher auf dem ELISA-
Prinzip basiert.

Eine vermehrte DNA-Synthese und somit Zellproliferation kann mithilfe von BrdU sicht-
bar gemacht werden. Dem Nahrmedium wird das Nukleosid BrdU zugegeben, welches
dann als Analogon zum intrazelluldr synthetisierten Thymidin wahrend der Replikation
in die DNA eingebaut wird. Durch die Bindung eines mit Peroxidase gekoppelten mono-
klonalen Antikoérpers an das BrdU-Molekiil kann die Menge an eingebautem BrdU be-
stimmt werden, sie entspricht der Menge neu synthetisierter DNA in der Zelle.

Nach Zugabe und Spaltung des Peroxidasesubstrates wurde das farbige Endprodukt
photometrisch bestimmt. Je intensiver die Farbgebung, desto mehr DNA wurde synthe-
tisiert. Nach mehreren Wasch-, Markierungs- und Inkubationsschritten erfolgte die
Messung der Absorption in einem ELISA-Reader mit einem Messfilter von 405 nm und
einer Referenzwellenldnge von 492 nm. Die entstandenen Farbstoffe und damit die

Absorption sind somit proportional zur Zahl der proliferierenden Zellen.

Die Testdurchflihrung fand nach Herstelleranweisung fir das5-Bromo-2’-deoxy-Uridine

Labeling and Detection Kit Il fir adhdrente Zellen wie folgt beschrieben statt:

Nach Applikation von je 10 pl der BrdU labeling solution pro Well unter sterilen

Bedingungen wurden die Zellen fiir zwei Stunden im Brutschrank bei 37 °C in-

kubiert.

e Das Zellkulturmedium mit der Labeling solution wurde vorsichtig entfernt.

e Die Zellen wurden dreimal mit 200 ul Waschmedium (DMEM und 10 % FBS)
gewaschen.

e Die Zellen wurden bei -20 °C fiir 30 min fixiert.

e Die Fixierldsung wurde danach vorsichtig entfernt.
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e Es erfolgte erneutes dreimaliges Waschen mit dem Waschmedium.

e Je 100 ul Nukleaselosung wurden pro Well dazugegeben.

e Es folgte die Inkubation im Schiittelinkubator bei 37 °C fiir 30 min.

e Die Nukleaselosung wurde vorsichtig entfernt.

e Erneutes dreimaliges Splilen mit Waschmedium schloss sich an.

e Je 100 ul des monoklonalen Anti-BrdU-Antikorpers wurden pro Well zugege-
ben.

e Es folgte die Inkubation im Schiittelinkubator bei 37 °C fiir 30 min.

e Der Antikdrper wurde entfernt.

e Eserfolgte erneutes dreimaliges Waschen mit Waschmedium.

e 100 pl der Peroxidase-Substratlosung wurden unter dem Abzug pro Well dazu-
gegeben.

e Bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation des Substrates bis zum Farbum-
schlag der Proben.

e AbschlieBend wurde die Extinktion der Proben am ELISA-Reader bei 405 nm

Wellenldnge gegeniber einer Referenzwellenldnge von 492 nm gemessen.

In den durchgefiihrten Versuchen wurden die Extinktionswerte nach Stimulation mit
den Phytodstrogenen, den unstimulierten Kontrollreihen sowie den nach 17-R-

Ostradiol- und Podophyllotoxinstimulation ermittelten Werten verglichen.

3.3.6.2. MTT-Test

Der MTT-Assay stellt einen Proliferationstest dar und misst die Zellviabilitat (Zelllebens-
fahigkeit) anhand der Atmungsaktivitat der Mitochondrien. Der gelbe Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) gelangt in die metabolisch
aktive Zelle und wird dort durch das Enzym Succinat-Dehydrogenase in den Mitochond-
rien lebender Zellen zum unl6slichen Formazanfarbstoff reduziert, sodass dieser zum
blauen Formazansalz auskristallisiert. Es ist eine Farbreaktion, mit der die Aktivitat der
Mitochondrien in der Zelle nachgewiesen werden kann, ohne dass die Zelle DNA syn-

thetisieren muss. Die Kristalle werden durch Zugabe einer Solubilisierungslésung aufge-
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|6st. Die Farbung der Losung wird anschliefend photometrisch mit dem ELISA-Reader
gemessen.
Die Testdurchfiihrung lief nach Herstelleranweisung fir das Cell Proliferation Kit | (MTT)
wie folgt ab:
e Nach Applikation von je 10 ul des MTT labeling reagent pro Well unter sterilen
Bedingungen wurden die Zellen fiir 4 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.
e Zum Losen der Formazankristalle wurde je Well 100 pl der Solubilisierungslo-
sung auf die Zellen aufgetragen.
e Es erfolgte die Inkubation der Proben (iber 24 h im Brutschrank bei 37 °C.
e Am nachsten Tag wurde die optische Dichte am ELISA-Reader bei 570 nm Wel-

lenlange gemessen.

Die Anzahl der Zellen bzw. des gebildeten Formazansalzes korrelierte mit der Hohe der
entstandenen Farbstoffe und damit der gemessenen Absorption. Die Konzentration, die
proportional zur Zahl der lebenden Zellen war, wurde photometrisch mit einem ELISA-
Reader bestimmt. Der Grad des MTT-Umsatzes gilt als MaR fiir die Lebensfahigkeit der

Zelle.
3.3.7. Zusammenfassung des methodischen Ablaufs der Untersuchung

3.3.7.1. Verwendete Phytoostrogene und Losungsvermittler

Der Leinsamenrohextrakt wurde mittels Kaltextraktion isoliert. AnschlieRend wurden
die Bestandteile des Rohextraktes mit HPLC-MS identifiziert. Vor dem Auftragen auf die
Zellkulturen wurden die Extrakte in einen geeigneten Losungsvermittler gegeben. Nach
mehreren Loslichkeitsversuchen entschieden wir uns fiir DMSO 0,1 %, da es sich als
geeigneter Losungsvermittler erwies und in seiner Konzentration keine verdndernde
Wirkung auf die Zellkulturen ausibte. Gleichzeitig mit dem Rohextrakt wurden die in-
dustriell hergestellten Lignane Matairesinol, Secoisolariciresinol, Enterodiol und Entero-

lacton an den Endometriumkarzinomzelllinien im BrdU- und MTT-Assay getestet.
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3.3.7.2. Verwendete Zelllinien
Es wurden folgende Zelllinien verwendet:
e Ishikawa, gut differenziertes, endometriales Adenokarzinom
e RL95-2, maRig differenziertes, epitheliales adenosquamodses Endometriumkarzi-
nom

e MFE-280, schlecht differenziertes, endometriales Adenokarzinom

3.3.7.3. Testung der Zellproliferation

Die Zellproliferation wurde mittels BrdU-Labeling and Detection Kit Ill und MTT Cell
Proliferation Kit | nach Anleitung des Herstellers analysiert. Die Zellen wuchsen in 96er-
Mikrotiterplatten ohne, als KontrollgrofRe, oder mit verschiedenen Phytodstrogenex-
trakten. Die Proliferation wurde photometrisch als Extinktion mit einem ELISA-Reader
bestimmt. Von allen Ansatzen wurden je 4 Parallelen durchgefiihrt. Insgesamt wurden

die entsprechenden Experimente viermal wiederholt.

3.3.8. Statistische Auswertung

3.3.8.1. Statistik

Alle gewonnenen Messdaten wurden mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel
archiviert, wobei aus 16 gewonnenen Werten der Mittelwert sowie die Standardabwei-
chung errechnet wurden. Die Daten der stimulierten Zellreihen wurden mit denen der
unstimulierten Kontrollgruppe sowie mit Podophyllotoxin, der Positivkontrolle bezlig-
lich der Zelltoxizitit, und 17-R-Ostradiol, der Positivkontrolle beziiglich der Proliferati-
on, verglichen. Um Verwirrungen bei der Nomenklatur zu vermeiden, wurden anschlie-
Rend als Leerkontrolle die unstimulierte Kontrollgruppe, als Positivkontrolle 17-R-
Ostradiol und Podophyllotoxin als Toxizititskontrolle festgelegt. Mithilfe des Statistik-
programms SPSS16 erfolgte die statistische Auswertung Uber die Varianzanalyse ein-
zelner Gruppen. Dabei wurde fiir die Berechnung der Signifikanz der Kruskal-Wallis-Test
als parameterfreier statistischer Test angewandt, mit dem im Rahmen einer Vari-

anzanalyse verglichen wird, ob sich zwei unabhdngige Stichproben hinsichtlich ihres
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Mittelwerts unterscheiden. Der Kruskal-Wallis-Test erlaubt den Vergleich quantitativer
ZielgroRen in nicht normalverteilten unabhdngigen Stichproben. Bei einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit p > 0,05 wurde ein nicht signifikanter, p 0,01-0,05 ein statistisch signifi-
kanter, bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit 0,001-0,01 ein statistisch hoch signifikanter
und bei p £ 0,001 ein statistisch hochst signifikanter Unterschied zwischen den unter-
suchten Gruppen angenommen. Die einzelnen Parameter wurden in Sdulendiagram-

men dargestellt.

3.3.8.2. ICso-Wert

Als Mal} der zytotoxischen Wirkung wurde der ICso-Wert gesetzt. Das ist der Wert, bei
dem die Absorption auf 50 % einer Vergleichsprobe sinkt. Die ICso-Werte wurden aus
den Saulendiagrammen generiert. Sie reprasentieren z.B. beim MTT-Test die Konzent-
ration der Verbindungen, bei der die Absorption, die direkt proportional zu dem gebil-
deten Formazanfarbstoff und damit auch zu der Zellzahl ist, auf 50 % der unbehandel-

ten Vergleichsprobe absinkt.
4, Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der Loslichkeitsversuche und des Losungsmitteleinflusses

Um wasserunlosliche Testsubstanzen zu verwenden, ist der Einsatz eines geeigneten
Losungsmittels unumganglich. Damit bei der Untersuchung der Einfluss der Testsub-
stanz von der des Losungsmittels unterschieden werden kann, muss die Wirkung des
Losungsmittels bekannt sein. Bei der Testung der Loslichkeit der untersuchten L6-
sungsmittel stellte sich heraus, dass die Phytodstrogene sehr gut in DMSO und in Etha-
nol gelost werden kdénnen. Je héher die DMSO- oder Ethanol-Konzentration gewahlt
wurde, desto leichter gingen die Phytoostrogene in Losung. Bei dem Versuch, die Phy-
todstrogene in DMEM oder PBS zu l6sen, blieben bereits makroskopisch sichtbare
Schwebepartikel der teils gelésten Phytodstrogene im Losungsmedium.

S. Koller zeigt in seiner Dissertation (144), dass 0,2 % Ethanol die Zellmenge der getes-
teten MCF-7-Zellen auf 85 % herabsetzte, wahrend 0,2 % DMSO im Medium mit einer

Zellzahl von 99,9 % fast keinen Einfluss auf die Zellmenge hatte. Ethanol wurde somit
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trotz guter Eignung als Losungsvermittler nicht von uns praferiert. Wir fiihrten die wei-
teren Untersuchungen mit DMSO fort.

In Vorversuchen zur Lésungsmittelkonzentration im Medium wurden DMSO in 0,4 %
und 1 % an den Zelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 getestet. Setzte man die rela-
tive Zellzahl im Medium ohne DMSO 100 %, so erniedrigte sich die Zellmenge wie folgt
(Abb. 7) im BrdU-Test: mit 0,4 % DMSO bei Ishikawa auf 54 %, bei RL95-2 auf 49 % und
bei MFE-280 auf 44 %, mit 1 % DMSO auf 11 % bei Ishikawa, auf 14 % bei RL95-2 und
auf 8 % bei MFE-280.

120 BrdU-Test Olchikawa
100 I T Bishikawa in DMSO 1%
| B chikawa in DMS0 0,4%
80 +
— BERLY5-2
®
[
£ B0 T ORLY5-2 in DMS0O 1%
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@«
3 BRLY5-2 in DMSC 04%
= 40 -+
f=
% OMFE-280
o
E 20 4 _
o OMFE-280 in DMS0 1%
o
0 BIFE-280 in DMSO 0,4%

Abb. 7 Losungsmitteleinfluss im BrdU-Test

Proliferationsrate der getesteten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-
280 nach 48 h Stimulation mit DMSO in zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Kontrolle
dienten im Medium kultivierte Zellen. Die Balken zeigen den Mittelwert der 16 gewonnenen
Werte aus 4 Experimenten +/- SD.

Der Zusatz von 0,4 % DMSO zum Medium im MTT-Test (Abb. 8) erniedrigte die Zell-
menge bei Ishikawa auf 77 %, bei RL95-2 auf 75 % und bei MFE-280 auf 92 %. Bei 1%
DMSO zeigte sich eine Reduktion der Zellen bei Ishikawa auf 49 %, bei RL95-2 auf 45%
und bei MFE-280 auf 42 %.
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Abb. 8 Losungsmitteleinfluss im MTT-Test

Einfluss auf die Viabilitat der getesteten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und
MFE-280 nach 48h Stimulation mit DMSO in zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Kontrolle
dienten nur im Medium kultivierte Zellen. Die Balken zeigen den Mittelwert der 16 gewonne-
nen Werte aus 4 Experimenten +/- SD.

Im Gegensatz dazu wird die Zellmenge durch 0,1 % DMSO als Losungsmittel weder im
BrdU- noch im MTT-Assay an keiner der getesteten Zelllinien negativ beeinflusst und
hat somit minimalen Einfluss auf die Zellrate. Im BrdU-Test (Abb. 9) zeigte sich in allen
drei Zelllinien eine Proliferationssteigerung um 0,67 % bei der Ishikawa-, um 0,34 % bei
der RL95-2- und um 0,32 % bei der MFE-280-Zellpopulation. Im MTT-Test (Abb. 10) der
RL95-2-Zellen lag die Proliferationssteigerung bei 2,8 %, bei den Ishikawa- und RL95-2-
Zellen kam es zu einem Abfall der Zellen um 1,02 % bzw. 7,04 %. Somit wurde fiir unse-
re Versuchsreihe 0,1 % DMSO eingesetzt, da es sich als geeigneter Losungsvermittler
und in dieser Konzentration an keiner der Zelllinien als verandernd auf die Zellrate oder
gar toxisch erwies.

Auch Yang et al. (145) setzten 0,1 % DMSO ein, um die Wirkung von 2,3,7,8-

Tetrachlordibenzodioxin auf Stromazellen zu untersuchen.
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Abb. 9 Einfluss DMSO 0,1 % im BrdU-Test

Proliferationsrate der getesteten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-
280 nach 48 h Stimulation mit DMSO 0,1 %. Als Kontrolle dienten im Medium kultivierte Zellen.
Die Balken zeigen den Mittelwert der 16 gewonnenen Werte aus 4 Experimenten +/- SD.
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Abb. 10 Einfluss DMSO 0,1 % im MTT-Test

Einfluss auf die Viabilitat der getesteten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und
MFE-280 nach 48 h Stimulation mit DMSO 0,1 %. Als Kontrolle dienten im Medium kultivierte
Zellen. Die Balken zeigen den Mittelwert der 16 gewonnenen Werte aus 4 Experimenten +/- SD.

4.2. Ergebnisse der Strukturanalyse des Leinsamenrohextraktes mittels HPLC-
MS

Die HPLC-MS des Leinsamenrohextraktes zeigte ein sehr heterogenes Stoffgemisch.
Neben Lignanen und Isoflavonen musste von der Existenz einer Vielzahl weiterer In-

haltsstoffe ausgegangen werden. Die Tabelle 2 zeigt die mittels HPLC-MS detektierten

Lignane und Isoflavone des Leinsamenrohextraktes (130).
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Tab. 2 Ubersicht der identifizierten Lignane und Isoflavone des Leinsamenrohextraktes mit-
tels High Performance Liquid Chromatography-Massenspektrometrie

Detektierte Masse pro Ein- Detektierte Masse pro Einheit
Lignane heit in [g/mol] Isoflavone in [g/mol]
Secoisolariciresinol 362,4 Genistein-Dimer 540,4
Secoisolariciresinol- | 724,8 Genistein-Glycosid 432,4

Dimer

Secoisolariciresinol- | 1049,2 Genistein-Diglycosid 594,6

Glycosid-Dimer

Arctigenin-Glycosid- | 1069,2 Daidzein-Diglycosid 578,6
Dimer

Pinoresinol-Addukt 434,4 Biochanin A-Glycosid | 446,4
Pinoresinol- 1073,2 Biochanin A- 608,6
Glycosid-Dimer Diglycosid

Nach weiterer Fraktionierung des Pflanzenrohextraktes aus dem Leinsamen konnten
zusatzlich die Lignane Matairesinol und Matairesinol-Addukt; Isolariciresinol-Addukt,
Isolariciresinol-Glycosid-Dimer und Isolariciresinol-Diglycosid sowie Lariciresinol-Addukt
und Lariciresinol-Glycosid-Dimer gefunden werden (130).

Die durch HPLC-MS ermittelte mittlere molare Masse des durch uns hergestellten
Rohextraktes betrug 1030 g/mol (122). Die molaren Massen der industriell gewonne-
nen Lignane lagen nach Angaben der Hersteller bei 362,42 g/mol fir Secoisolariciresi-
nol, 358,39 g/mol fir Matairesinol, 302,36 g/mol fur Enterodiol, 298,33 g/mol fur
Enterolacton, 414,411 g/mol fir Podophyllotoxin und 272,38 g/mol fiir 17-B-Ostradiol.

4.3. Ergebnisse der Zellkultivierung
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Zellkultivierung der drei verwendeten Endo-

metriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 abgebildet und beschrieben.
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4.3.1. Kultivierung der Zelllinie Ishikawa
Die Zellen der Zelllinie Ishikawa entwickelten nach funf bis sechs Tagen einen flachigen

epithelartigen Zellrasen. Nachdem eine fast vollstandige Konfluenz erreicht war, folgte

die Aussaat (Abb. 11).

Abb. 11 Zelllinie Ishikawa
Mikroskopische Aufnahme der Zelllinie Ishikawa bei 20-facher VergréRerung

4.3.2. Kultivierung der Zelllinie RL95-2
Die Zellkolonien der RL95-2 Zelllinie entwickelten nach ca. sechs Tagen einen flachigen
epithelartigen Zellrasen. Nach Erreichen einer fast vollstandigen Konfluenz erfolgte die

Aussaat (Abb. 12).
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Abb. 12 Zelllinie RL95-2
Mikroskopische Aufnahme der Zelllinie RL95-2 bei 20-facher Vergréfierung

4.3.3. Kultivierung der Zelllinie MFE-280
Das Wachstumsmuster der MFE-280 Zelllinie ist flachig und epithelartig und erreichte

nach ca. sechs Tagen eine 80-90%ige Konfluenz. Daraufhin wurden die Zellen ausgesat

(Abb. 13).

Abb. 13 Zelllinie MFE-280
Mikroskopische Aufnahme der Zelllinie MFE-280 bei 20-facher VergréRerung
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4.4. Ergebnisse der immunzytochemischen Charakterisierung

Es erfolgte die immunzytochemische Charakterisierung der verwendeten Zellkulturen
zum Nachweis des Progesteronrezeptors, des ER-a und ER-B.

Das immunhistochemische Verfahren nutzt die Spezifitdt von Antikérpern, um die Ver-
teilung von bestimmten Antigenen am histologischen Schnitt sichtbar zu machen. Es
wurden ein monoklonaler Maus-Antikérper gegen den humanen Progesteronrezeptor
und ein monoklonaler Antikorper gegen die ER eingesetzt. Flr die vorliegende Arbeit
wurden der Progesteronrezeptor, der ER-a und der ER-B immunhistochemisch getrennt
voneinander bestimmt. Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolg-
te semiquantitativ unter dem Lichtmikroskop bei zehnfacher VergroRerung. Alle im-
munhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von zwei Beobachtern beurteilt. Die ent-
sprechende Intensitat der Farbung wurde nach Remmele und Schikedanz (146) in vier

Bereiche eingeteilt:

e keine Farbung — negativ = keine Rezeptorexpression

e schwache Farbung (dunkelgelb) — schwach positiv = schwache Rezeptorexpres-
sion

e mittlere Farbung (hellbraun) — maRig positiv = mittlere Rezeptorexpression

e starke Farbung (dunkelbraun) — stark positiv = starke Rezeptorexpression

In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der jeweiligen Farbungen fiir die getesteten Zelllinien

dargestellt.

Tab. 3 Auswertung der immunhistochemischen Farbung zur Darstellung der Rezeptorexpres-
sion der drei verwendeten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-280

Ishikawa-Zellen RL95-2-Zellen MFE-280-Zellen
Progesteronrezeptor | stark positiv stark positiv schwach positiv
Ostrogenrezeptor a | stark positiv stark positiv stark positiv
Ostrogenrezeptor B | schwach positiv stark positiv stark positiv
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4.5. Ergebnisses des MTT-Assay

Im Folgenden werden die Ergebnisse des MTT-Assays nach 48 h Stimulation mit dem
Leinsamenrohextrakt, den Lignanen, dem Podophyllotoxin und dem 17-R-Ostradiol an
den verwendeten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 gra-
fisch in Saulendiagrammen und anschlieflend tabellarisch dargestellt. Statistisch signifi-
kante Ergebnisse sind entsprechend gekennzeichnet. Alle Werte mit einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit p<0,05 wurden mit einem Sternchen (*), bei p<0,01 mit zwei Sternchen
(**) und bei p<0,001 mit drei Sternchen (***) gekennzeichnet. In den Diagrammen sind
die Extinktionswerte als Mal} der metabolischen Aktivitdt der Zellen hinsichtlich der
jeweils verwendeten Probe abgebildet. Die Balken zeigen den Mittelwert der 16 ge-
wonnenen Werte aus 4 Experimenten +/- SD. Die Konzentrationen der Extrakte und der
Kontrollen werden in Mol angegeben. Der Leinsamenrohextrakt und die Lignane wur-
den jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen von 30uM und 1mM untersucht.
Die mitgefiihrten Kontrollen 17-B-Ostradiol wurden in einer Konzentration 10E-9mol/I
und Podophyllotoxin in einer Konzentration von 30uM durchgefiihrt.

Als Mal der zytotoxischen Wirkung wurde der ICso-Wert aus den Saulendiagrammen
bestimmt. Der Wert reprasentiert die Konzentration der Verbindungen, bei der die Ab-
sorption, die direkt proportional zum gebildeten Formazanfarbstoff und zur Zellzahl ist,

auf 50 % der unbehandelten Vergleichsprobe sinkt.
4.5.1. MTT-Test mit Leinsamenrohextrakt

4.5.1.1. MTT-Test Ishikawa

Um den Einfluss des Leinsamenrohextraktes auf die Viabilitdt der Ishikawa-Zellen zu
testen, wurde der MTT-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 darge-
stellt. Der Leinsamenrohextrakt zeigte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle in der
niedrigen Konzentration von 30uM einen signifikant hemmenden Einfluss von 15,19 %
(p<0,001). In der hoheren Konzentration von 1mM war eine signifikante Stimulation
der Proliferation (p<0,001) von 22,46 % nachweisbar. Eine Zytotoxizitat und somit der
ICso-Wert des Rohextraktes war nicht feststellbar. Das als Positivkontrolle eingesetzte

17-B-Ostradiol zeigte mit 6,84 % eine signifikante (p<0,001) Stimulation der Proliferati-
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onsrate. Bei Podophyllotoxin als Toxizitatskontrolle in der Konzentration von 30uM
kam es zu einer signifikanten Hemmwirkung von 57,42 % (p<0,001) auf die Zellprolife-
ration. Ein ICso-Wert und somit eine Toxizitat lieB sich nur bei Podophyllotoxin nach-

weisen.

MTT-Test Ishikawa
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Abb. 14 MTT-Test Ishikawa mit Leinsamenrohextrakt

Einfluss auf die Viabilitat der Ishikawa-Zellen nach 48h Stimulation mit Leinsamenrohextrakt in
zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte Ishikawa-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-B-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophyllotoxin (Toxi-
zitatskontrolle) stimulierte Zellen.

4.5.1.2. MTT-Test RL95-2

Der Einfluss des Leinsamenrohextraktes auf die Zelllebensfahigkeit der RL95-2 ist in
Abbildung 15 dargestellt. Der Leinsamenrohextrakt wies in der niedrigen Konzentration
von 30uM im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle einen tendenziell hemmenden
Einfluss von 10,0 % (p=0,164) auf. In der hoheren Konzentration von 1mM war ein sig-

nifikanter Wachstum der Zellpopulation um 14,1 % (p<0,001) nachweisbar. Eine Zyto-
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toxizitat des Leinsamenrohextraktes und des ICso-Werteswaren nicht feststellbar. Das
als Positivkontrolle eingesetzte 17-R-Ostradiol zeigte eine nicht signifikante Wachs-
tumsstimulation von 4,0 % (p=0,051). Das Podophyllotoxin als Toxizitatskontrolle in der
Konzentration von 30uM hemmte signifikant um 55,9 % (p<0,001) die Proliferation. Der
ICso-Wert und somit eine toxische Wirkung lie8 sich nur bei Podophyllotoxin nachwei-

sen.

MTT-Test RL95-2
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Abb. 15 MTT-Test RL95-2-Zellen mit Leinsamenrohextrakt

Einfluss auf die Viabilitdat der RL95-2-Zellen nach 48 h Stimulation mit Leinsamenrohextrakt in
zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte RL95-2-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophyllotoxin (Toxi-
zitatskontrolle) stimulierte Zellen.

4.5.1.3. MTT-Test MFE-280
Die Viabilitat der MFE-280-Zellen nach Stimulation mit dem Leinsamenrohextrakt ist in
Abbildung 16 dargestellt. Der Leinsamenrohextrakt bewirkte im Vergleich zur unstimu-

lierten Kontrolle in der niedrigen Konzentration von 30uM einen hemmenden Einfluss
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von 5,8 % (p=0,162). In der héheren Konzentration von 1mM zeigte sich eine signifikan-
te Stimulation von 26,66 % (p<0,001). Ein ICso-Wert oder eine Zytotoxizitat des Leinsa-
menrohextraktes konnte nicht ermittelt werden. Das als Positivkontrolle eingesetzte
17-R-Ostradiol zeigte eine nicht signifikante Stimulation von 13,22 % (p=0,062). Bei Po-
dophyllotoxin als Toxizitatskontrolle in der Konzentration von 30uM kam es zu einer
deutlichen Hemmwirkung von 53,54 % (p<0,001) auf die Viabilitdt der Tumorzellen. Ein

ICso-Wert und somit eine Toxizitat prasentierte nur das Podophyllotoxin.

MTT-Test MFE-280
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Abb. 16 MTT-Test MFE-280-Zellen mit Leinsamenrohextrakt

Einfluss auf die Viabilitdat der MFE-280-Zellen nach 48 h Stimulation mit Leinsamenrohextrakt in
zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte MFE-280-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-
xin(Toxizitdatskontrolle) stimulierte Zellen.

4.5.1.4. Zusammenfassende tabellarische Darstellung des MTT-Test
Eine zusammenfassende Darstellung tber die Wirkungen von 30uM und 1mM des Lein-

samenrohextraktes auf die Endometriumzellkulturen Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 im
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MTT-Assay liefert die folgende Tabelle.

Tab. 4 MTT-Test mit Leinsamenrohextrakt

MTT-Assay Ishikawa-Zellen RL95-2-Zellen MFE-280-Zellen
Leinsamenrohextrakt 30uM N dns. dns.
Leinsamenrohextrakt 1mM A ExE Ak A ExE

4.5.2. MTT-Test mit Lignanen

4.5.2.1. MTT-Test Ishikawa

Um den Einfluss der Lignane auf die Viabilitdt der Ishikawa-Zellen zu testen, wurde der
MTT-Test durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt. Im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle zeigten beide Konzentrationen Matairesinol eine signifi-
kante Hemmwirkung von 8,73% (p<0,05) bei 30uM und um 16,36% (p<0,001) bei ImM.
Beide Konzentrationen Secoisolariciresinol zeigten eine signifikante Zunahme der
Proliferation, wobei sich bei 30uM eine Zunahme der vitalen Zellen um 4,99% (p<0,01)
und bei 1ImM um 9,84% (p<0,001) prasentierte. Die niedrige Konzentration Enterodiol
zeigte eine nicht signifikante Hemmwirkung um 6,57% (p=0,182), jedoch in der hohen
Konzentration einen signifikanten Anstieg der Zellproliferation um 6,33% (p<0,001).
Nach Exposition mit beiden Konzentrationen Enterolacton fiel die Zahl der vitalen Zel-
len, jedoch bei 30uM nicht signifikant um 4,76% (p=0,439) und bei 1mM signifikant um
9,63% (p<0,05). Eine Zytotoxizitdt der Lignane und ein entsprechender ICso-Wert waren
nicht feststellbar. Das als Positivkontrolle eingesetzte 17-R-Ostradiol zeigte mit 6,84%
eine signifikante (p<0,001) Stimulation der Proliferationsrate. Bei Podophyllotoxin als
Toxizitatskontrolle in der Konzentration von 30uM kam es zu einer signifikanten
Hemmwirkung von 57,42% (p<0,001) auf die Zellproliferation. Ein 1Cso-Wert und eine

somit deutliche Toxizitat lieRen sich nur bei Podophyllotoxin nachweisen.
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Abb. 17 MTT-Test Ishikawa-Zellen mit den Lignanen

Einfluss auf die Viabilitat der Ishikawa-Zellen nach 48h Stimulation mit den verwende-
ten Lignanen in zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten
unstimulierte Ishikawa-Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-RB-Ostradiol (Positivkon-
trolle) und Podophyllotoxin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.

Tab. 5 MTT-Test an Ishikawa
Ubersicht Giber die Wirkungen der Lignane, sowie 17-RB-Ostradiol (Positivkontrolle) Podophyllo-
toxin (Toxizitdtskontrolle) auf die Endometriumzellkultur Ishikawa im MTT-Assay

MTT-Assay Ishikawa-Zellen
Matairesinol 30uM *
Matairesinol 1mM J Fx*
Secoisolariciresinol 30uM N
Secoisolariciresinol 1mM N ERE
Enterodiol 30uM dns.
Enterodiol 1mM el
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Enterolacton 30uM dn.s.
Enterolacton 1mM N

17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) N Hk
Podophyllotoxin (Toxizitdatskontrolle) JFEE

4.5.2.2. MTT-Test RL95-2

Der Einfluss der Lignane auf die Zelllebensfahigkeit der RL95-2-Zellen ist in Abbildung
18 dargestellt. Bei Matairesinol lief sich bei beiden Konzentrationen eine nicht signifi-
kante antiproliferative Wirkung feststellen, wobei die hohere Konzentration von 1mM
eine deutlich starkere Hemmwirkung von 14,1% (p=0,057) als 30uM von 4,7% (p=0,519)
aufwies. Secoisolariciresinol zeigte eine nicht signifikante (p=0,117) Abnahme der
Proliferation um 1% in der Konzentration von 30uM. Als statistisch signifikant erwies
sich die Wachstumsstimulation um 5,0% (p<0,05) der héheren Konzentration von 1mM.
Die niedrige Konzentration Enterodiol zeigte eine nicht signifikante Hemmwirkung um
2,1% (p=0,536), jedoch in der hohen Konzentration einen signifikanten Abfall der Zell-
zahl um 17,9% (p<0,05). Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle hemmten beide Kon-
zentrationen Enterolacton nicht signifikant die Zellzahl, wobei 30uM eine Abnahme der
vitalen Zellen um 6,1% (p=0,548) und 1mM um 9,0% (p=0,277) prasentierte. Eine Zyto-
toxizitat der Lignane und somit der ICso-Wert waren nicht dokumentierbar. Die Wachs-
tumsstimulation der Positivkontrolle 17-B-Ostradiol erwies sich bei einer tendenziellen
Stimulation von 4,0% (p=0,051) als nicht signifikant. Bei der Toxizitatskontrolle Podo-
phyllotoxin in der Konzentration von 30uM kam es zu einer signifikanten Hemmwirkung
von 55,9% (p<0,001). Der ICsp-Wert und die somit toxische Wirkung lieRen sich nur bei

Podophyllotoxin nachweisen.
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Abb. 18 MTT-Test RL95-2-Zellen mit den Lignanen

Einfluss auf die Viabilitdt der RL95-2-Zellen nach 48h Stimulation mit den verwendeten Ligna-
nen in zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte
RL95-2-Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-8-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-

xin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.

Tab. 6 MTT-Test an RL95-2

Ubersicht Giber die Wirkungen der Lignane sowie 17-B-Ostradiol (Positivkontrolle) Podophyllo-
toxin (Toxizitadtskontrolle) auf die Endometriumzellkultur RL95-2-Zellen im MTT-Assay

MTT-Assay RL95-2-Zellen
Matairesinol 30uM ns.
Matairesinol 1mM dns.
Secoisolariciresinol 30uM dns.
Secoisolariciresinol 1mM *
Enterodiol 30uM dn.s.
Enterodiol 1mM N
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Enterolacton 30uM dn.s.
Enterolacton 1mM dn.s.
17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) Mn.s.
Podophyllotoxin (Toxizitdatskontrolle) JFEE

4.5.2.3. MTT-Test MFE-280

Die Gesamtaktivitat der MFE-280-Zellpopulation im MTT-Test nach Stimulation mit den
Lignanen ist in Abbildung 19 dargestellt. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zeig-
ten beide Konzentrationen Matairesinol eine hemmende Wirkung. Dabei hemmte
30uM nicht signifikant um 7,67% (p=0,364), jedoch 1mM signifikant um 15,77%
(p<0,05). Beide Konzentrationen Secoisolariciresinol zeigten eine nicht signifikante Zu-
nahme der Proliferation. Secoisolariciresinol 30uM zeigte eine Zunahme der vitalen
Zellen um 8,75% (p=0,301) und 1ImM um 11,18% (p=0,085). Beide Konzentrationen
Enterodiol zeigten einen Anstieg der Zellzahl, jedoch wies die hohe Konzentration von
1mM einen signifikanten Anstieg der vitalen Zellen um 17,6% (p<0,05) und30uM einen
nicht signifikanten von 6,78% (p=0,369) auf. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
nahm bei beiden Konzentrationen Enterolacton die Zahl der avitalen Zellen nicht signi-
fikant zu, wobei 30uM eine Zunahme um 2,3% (p=0,621) und 1mM um 6,53% (p=0,215)
zeigten. Ein ICso-Wert oder eine Zytotoxizitdt der Lignane konnte nicht ermittelt wer-
den. Das als Positivkontrolle eingesetzte 17-R-Ostradiol zeigte eine nicht signifikante
Stimulation von 13,22% (p=0,062) der Proliferation. Zu einer signifikanten Hemmwir-
kung von 53,54% (p<0,001) auf die Viabilitdt der Tumorzellen kam es bei Podophylloto-
xin in der Konzentration von 30uM. Einen ICso-Wert und eine somit toxische Wirkung

prasentierte nur das Podophyllotoxin.
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Abb. 19 MTT-Test MFE-280-Zellen mit den Lignanen

Einfluss auf die Viabilitat der MFE-280-Zellen nach 48h Stimulation mit den verwendeten Ligna-
nen in zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte
MFE-280-Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophyllo-

toxin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.

Tab. 7 MTT-Test an MFE-280

Ubersicht Giber die Wirkungen der Lignane sowie 17-B-Ostradiol (Positivkontrolle) Podophyllo-
toxin (Toxizitdtskontrolle) auf die Endometriumzellkultur MFE-280-Zellen im MTT-Assay

MTT-Assay MFE-280-Zellen
Matairesinol 30uM ns.
Matairesinol 1mM N
Secoisolariciresinol 30uM ™n.s.
Secoisolariciresinol 1mM ™n.s.
Enterodiol 30uM ™n.s.
Enterodiol 1mM PH*
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Enterolacton 30uM

dn.s.

Enterolacton 1mM ns.
17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) Mn.s.
Podophyllotoxin (Toxizitatskontrolle) Nl

4.5.2.4. Zusammenfassung der Ergebnisse des MTT-Assay

Im Folgenden sind die gesamten Ergebnisse fiir den MTT-Test in einer Tabelle darge-

stellt. Sie gibt eine Ubersicht iiber die Wirkungen von 30uM und 1mM des Leinsamen-

rohextraktes und der Lignane auf die Endometriumzellkulturen Ishikawa, RL95-2 und
MFE-280 sowie 17-B-Ostradiol (Positivkontrolle) Podophyllotoxin (Toxizitdtskontrolle)

im MTT-Assay.

Tab. 8 MTT-Test

Ubersicht iiber die Wirkungen von 30uM und 1mM des Leinsamenrohextraktes und der Ligna-
ne auf die Endometriumzellkulturen Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 sowie 17-B-Ostradiol (Posi-
tivkontrolle) und Podophyllotoxin (Toxizitdtskontrolle)im MTT-Assay

MTT-Assay Ishikawa- RL95-2- MFE-280-
Zellen Zellen Zellen
Leinsamenrohextrakt 30uM JF** ns. ns.
Leinsamenrohextrakt 1mM N ERE N ERE N ERE
Matairesinol 30uM * ns. ns.
Matairesinol 1mM Nl dn.s. N
Secoisolariciresinol 30uM A xk dns. ™n.s.
Secoisolariciresinol 1mM N ERE * Mn.s.
Enterodiol 30uM dn.s. dn.s. ™n.s.
Enterodiol 1mM N ERE J* A
Enterolacton 30uM dns. dns. In.s
Enterolacton 1mM J* dn.s. dns
17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) AN kK Mn.s. Mn.s.
Podophyllotoxin (Toxizitatskontrolle) | | *** JF** JFr*
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4.6. Ergebnisses des BrdU-Assays

Im Folgenden werden die Ergebnisse des BrdU-Assays nach 48h Stimulation mit dem
Leinsamenrohextrakt, den Lignanen, dem Podophyllotoxin und dem 17-R-Ostradiol an
den verwendeten Endometriumkarzinomzelllinien Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 im
Balkendiagramm und in tabellarischer Ubersicht dargestellt. Statistisch signifikante Er-
gebnisse werden entsprechend gekennzeichnet. In den Diagrammen sind die Extinkti-
onswerte als MaR der DNA-Neusyntheserate in Bezug zur jeweils verwendeten Probe
dargestellt. Die Balken zeigen den Mittelwert der 16 gewonnenen Werte aus vier Expe-
rimenten +/- SD. Statistisch signifikante Ergebnisse werden entsprechend gekennzeich-
net. Alle Werte mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p<0,05 wurden mit einem Stern-
chen (*), bei p<0,01 mit zwei Sternchen (**) und bei p<0,001 mit drei Sternchen (***)
gekennzeichnet. Als Mal} der zytotoxischen Wirkung wurde der ICso-Wert aus dem Sau-
lendiagramm bestimmt. Der Wert reprasentiert die Konzentration der Verbindungen,
bei der die Absorption, die direkt proportional zum gebildeten Formazanfarbstoff und
damit auch zur Zellzahl ist, auf 50% der unbehandelten Vergleichsprobe gesunken ist.
Der Leinsamenrohextrakt und die Lignane wurden jeweils in zwei verschiedenen Kon-
zentrationen von 30uM und 1mM untersucht. Die mitgefiihrten Kontrollen 17-R-
Ostradiol wurden in einer Konzentration 10E-9 mol/l und Podophyllotoxin in einer Kon-
zentration von 30uM angewandt.

Im BrdU-Assay wurde nach der Stimulation der Zellen dem Medium 5-
Bromodeoxyuridin hinzugegeben, was bei proliferierenden Zellen in die neu syntheti-
sierte DNA eingebaut wird und sich nach immunzytochemischer Detektion quantifizie-
ren lasst. Der ICso-Wert, bei dem die Absorption auf 50% der Leerkontrolle sinkt, wurde

aus dem Balkendiagramm bestimmt.
4.6.1. BrdU-Test mit Leinsamenrohextrakt

4.6.1.1. BrdU-Test Ishikawa
Die Wirkung des Leinsamenrohextraktes im BrdU-Assay auf die Proliferation der Ishi-
kawa-Zellen ist in Abbildung 20 dargestellt. Der Leinsamenrohextrakt zeigte im Ver-

gleich zur unstimulierten Kontrolle in der niedrigen Konzentration von 30uM eine signi-
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fikante Stimulation von 13,12% (p<0,001). In der héheren Konzentration war ein hem-
mender Einfluss von 28,97% (p<0,001) auf die Proliferation der Tumorzellen nachweis-
bar. Eine Zytotoxizitdat des Leinsamenrohextraktes und ein ICso-Wert waren nicht fest-
stellbar. Das als Positivkontrolle eingesetzte 17-B-Ostradiol zeigte eine nicht signifikan-
te Stimulation von 3,71% (p=0,090) der Proliferationsrate. Bei Podophyllotoxin als Toxi-
zitatskontrolle in der Konzentration 30uM kam es zu einer signifikanten Hemmung von

91,97% (p<0,001) auf die Zellproliferation.
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Abb. 20 BrdU-Test Ishikawa mit Leinsamenrohextrakt

Proliferationsrate der Ishikawa-Zellen nach 48h Stimulation mit Leinsamenrohextrakt in zwei
verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte Ishikawa-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-
xin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.
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4.6.1.2. BrdU-Test RL95-2

Der Einfluss des Leinsamenrohextraktes auf die Proliferation der RL95-2-Zellen ist in
Abbildung 21 dargestellt. Die ermittelten Daten des BrdU-Assays zeigten, dass die nied-
rige Konzentration des Leinsamenrohextraktes im Vergleich zur unstimulierten Kontrol-
le eine signifikante Stimulation von 6,77% (p<0,01) aufweist. In der héheren Konzentra-
tion war ein signifikant proliferationsinhibierender Effekt von 28,24% (p<0,001) nach-
weisbar. Ein ICso-Wert oder eine Zytotoxizitat konnte nicht ermittelt werden. Das als
Positivkontrolle eingesetzte 17-B-Ostradiol zeigte eine signifikante Stimulation von
3,94% (p<0,01). Als Toxizitatskontrolle, mit einer Reduktion um 82,1%, wirkte 30uM

Podophyllotoxin stark proliferationsinhibierend auf die Zellen (p<0,001).
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Abb. 21 BrdU-Test RL95-2-Zellen mit Leinsamenrohextrakt

Proliferationsrate der RL95-2-Zellen nach 48h Stimulation mit Leinsamenrohextrakt in zwei
verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte RL95-2-Zellen
(Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-
xin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.
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4.6.1.3. BrdU-Test MFE-280

Die Proliferation der MFE-280-Zellen nach 48h Inkubation mit dem Leinsamenrohex-
trakt wird in Abbildung 22 dargestellt. Die niedrige Konzentration von 30uM hatte im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle einen signifikant hemmenden Einfluss von
22,09% (p<0,001). In der hoheren Konzentration war ebenfalls eine signifikante Hem-
mung von 32,70% nachweisbar (p<0,001). Eine Zytotoxizitat und ein ICso-Wert waren
nicht feststellbar. 17-R-Ostradiol bewirkte eine signifikante Stimulation der Proliferati-
on von 2,01% (p<0,001). Podophyllotoxin hemmte in der Konzentration von 30uM um
88,95% (p<0,001).

BrdU-Test MFE-280

2300

2000

15004

1000

Proliferation (Absorption*1000)

5004

MFE-280 Leinsamenextrakt Leinsamensxtrakt 17R-Estradiol 10E-2  Podophyllctoxin
30pmM Tmi malfl 30

Abb. 22 BrdU-Test MFE-280-Zellen mit Leinsamenrohextrakt

Proliferationsrate der MFE-280-Zellen nach 48h Stimulation mit Leinsamenrohextrakt in zwei
verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte MFE-280-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-
xin(Toxizitdatskontrolle) stimulierte Zellen.
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Tab. 9 BrdU-Test mit Leinsamenrohextrakt
Ubersicht tiber die Wirkungen von 30uM und 1mM des Leinsamenrohextraktes auf die Endo-
metriumzellkulturen Ishikawa, RL95-2 und MFE-280im BrdU-Assay

BrdU-Assay Ishikawa-Zellen | RL95-2-Zellen | MFE-280-Zellen
Leinsamenrohextrakt 30pM rxFE o N2
Leinsamenrohextrakt 1mM JFF* JEEE JFE*

4.6.2. BrdU-Test mit Lignanen

4.6.2.1. BrdU-Test Ishikawa

Die Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse der Expositionsuntersuchungen des BrdU-Assays
an der Ishikawa-Zellpopulation nach 48 Stunden Inkubation mit den Lignanen. Die Test-
reihen erfolgten, um den Einfluss der Lignane auf die Proliferation der Zelllinie zu mes-
sen. In der Konzentration von 30uM zeigte Matairesinol einen signifikanten Proliferati-
onsanstieg um 12,30% (p<0,001), jedoch in der Konzentration von 1mM einen nicht
signifikanten Abfall von 6,81% (p=0,461).Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle pra-
sentierte Secoisolariciresinol in der Konzentration von 30uM eine signifikante Zunahme
um 13,6% (p<0,001) und 1mM eine nicht signifikante Abnahme der Zellen um 9,14%
(p=0,213). Die Konzentration von 1mM Enterodiol zeigte eine signifikante Hemmwir-
kung um 20,61% (p<0,001) jedoch in der 30uM Konzentration einen nicht signifikanten
Anstieg der Proliferation um 4,02% (p=0,058). Nach Exposition mit Enterolacton in der
Konzentration von 30uM stieg die Proliferation signifikant um 3,59% (p<0,05) und fiel
signifikant bei der hoheren Konzentration von 1mM um 17,46% (p<0,01). Eine Zytotoxi-
zitat der Lignane war nicht feststellbar und somit kein 1Cso-Wert ermittelbar, da diese
die Konzentration der Lignane beschreibt, welche die Zellvitalitat in vitro auf 50% der
unstimulierten Kontrolle hemmt. Eine Stimulation durch 17-B-Ostradiol konnte nicht
signifikant mit 3,71% (p=0,090) verzeichnet werden. Bei Podophyllotoxin als Toxizitats-
kontrolle in der Konzentration von 30uM kam es zu einer signifikanten Hemmung von

91,97% (p<0,001) auf die Zellproliferation.
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Abb. 23 BrdU-Test Ishikawa-Zellen mit Lignanen

Proliferationsrate der Ishikawa-Zellen nach 48h Stimulation mit den verwendeten Lignanen in
zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte Ishikawa-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-
xin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.

Tab. 10 BrdU-Test an Ishikawa
Ubersicht iiber die Wirkungen der Lignane sowie 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podo-
phyllotoxin (Toxizitdtskontrolle) auf die Endometriumzellkultur Ishikawa im BrdU-Assay

BrdU-Assay Ishikawa-Zellen
Matairesinol 30uM AN HRE
Matairesinol 1mM dn.s.
Secoisolariciresinol 30uM AN HkE
Secoisolariciresinol 1mM ™n.s.
Enterodiol 30uM ™n.s.
Enterodiol 1mM J Fx*
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Enterolacton 30uM M *
Enterolacton 1mM N
17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) Mn.s.
Podophyllotoxin (Toxizitdtskontrolle) JFEE

4.6.2.2. BrdU-Test RL95-2

Der Einfluss der Lignane auf die Proliferation der RL95-2-Zellen ist in Abbildung 24 dar-
gestellt. Die Ergebnisse des BrdU-Assays zeigten, dass die niedrige Konzentration von
30uM des Matairesinols eine signifikante proliferative Wirkung um 14,58% (p<0,001),
jedoch in der hohen Konzentration eine signifikante antiproliferative Wirkung von
28,69% (p<0,001) hat. Im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zeigte die héhere Kon-
zentration Secoisolariciresinol eine signifikante Hemmwirkung von 22,95% (p<0,01) und
30uM eine signifikante Zunahme der Proliferation um 13,38% (p<0,001). Die hohere
Konzentration Enterodiol zeigte eine signifikante Hemmwirkung um 23,66% (p<0,05),
jedoch in der niedrigeren Konzentration einen signifikanten Proliferationsanstieg um
7,97% (p<0,001). Beide Konzentrationen des Enterolacton zeigten eine Abnahme der
Zellen, wobei 30uM eine nicht signifikante Abnahme um 8,24% (p=0,247) und 1mM
eine signifikante Abnahme um 20,73% (p<0,01) zeigte. Ein ICso-Wert oder eine Zytotoxi-
zitat der Lignane konnte nicht ermittelt werden. Das als Positivkontrolle eingesetzte 17-
R-Ostradiol zeigte eine signifikante Stimulation von 3,94% (p<0,01) auf die Proliferati-
onsrate. Als Toxizitdtskontrolle mit einer Reduktion um 82,1% wirkte 30uM Podo-

phyllotoxin proliferationsinhibierend auf die Zellen (p<0,001).
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Abb. 24 BrdU-Test RL95-2-Zellen mit Lignanen
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Proliferationsrate der RL95-2-Zellen nach 48h Stimulation mit den verwendeten Lignanen in
zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte RL95-2-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-

xin(Toxizitdatskontrolle) stimulierte Zellen.

Tab. 11 BrdU-Test an RL95-2

Ubersicht iber die Wirkungen der Lignane sowie 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podo-
phyllotoxin (Toxizitdtskontrolle) auf die Endometriumzellkultur RL95-2 im BrdU-Assay

BrdU-Assay RL95-2-Zellen
Matairesinol 30uM R
Matairesinol 1mM JF**
Secoisolariciresinol 30uM AN H kK
Secoisolariciresinol 1mM J**
Enterodiol 30uM Arrk
Enterodiol 1mM *
Enterolacton 30uM dn.s.
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Enterolacton 1ImM J*F*

17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) N Hk

Podophyllotoxin (Toxizitatskontrolle) J*xE

4.6.2.3. BrdU-Test MFE-280

Die Proliferation der MFE-280-Zellen nach 48h Inkubation mit dem Leinsamenrohex-
trakt ist in Abbildung 25 dargestellt. Es liel sich verdeutlichen, dass im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle alle Lignane in beiden Konzentrationen, 30uM und 1mM, eine
signifikante (p<0,001) Hemmwirkung zeigten. Im Nachstehenden werden die Lignane
mit der Angabe der prozentuellen Hemmwirkung aufgelistet: Matairesinol 30uM um
11,9%, Matairesinol 1ImM um 25,49%, Secoisolariciresinol 30uM um 23,54%, Secoisola-
riciresinol 1mM um 31,41%, Enterodiol 30uM um 23,66%, Enterodiol 1mM um 31,41%,
Enterolacton 30uM um 21,87% und Enterolacton 1mM um 32,21%. Eine Zytotoxizitat
und somit der ICsp-Wert der Lignane waren nicht feststellbar. Das als Positivkontrolle
eingesetzte 17-R-Ostradiol erreichte eine signifikante Stimulation der Proliferation um
2,01% (p<0,001). Als signifikante Hemmung von 88,95% (p<0,001) auf die Zellprolifera-
tion war die Wirkung der Toxizitdatskontrolle Podophyllotoxin in der Konzentration

30uM zu beurteilen.
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Abb. 25 BrdU-Test MFE-280-Zellen mit Lignanen

Proliferationsrate der MFE-280-Zellen nach 48h Stimulation mit den verwendeten Lignanen in
zwei verschiedenen Konzentrationen. Als Vergleichsgruppen fungierten unstimulierte MFE-280-
Zellen (Negativkontrolle) sowie mit 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophylloto-

xin(Toxizitatskontrolle) stimulierte Zellen.

Tab. 12 BrdU-Test an MFE-280

Ubersicht iber die Wirkungen der Lignane sowie 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und Podo-
phyllotoxin (Toxizitdtskontrolle) auf die Endometriumzellkulturen MFE-280 im BrdU-Assay

BrdU-Assay MFE-280-Zellen
Matairesinol 30uM JF**
Matairesinol 1ImM N
Secoisolariciresinol 30uM JFF*
Secoisolariciresinol 1ImM JFF*
Enterodiol 30puM AL
Enterodiol 1mM J
Enterolacton 30uM JF**
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Enterolacton 1mM JFx*

17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) AN kK

Podophyllotoxin (Toxizitatskontrolle) JFr*

4.6.2.4. Zusammenfassung der Ergebnisse des BrdU-Assay

Die folgende Tabelle stellt die gesamten Ergebnisse flir den BrdU-Test dar und gibt so
eine Ubersicht iiber die Wirkungen von 30uM und 1mM des Rohextraktes und der Lig-
nane auf die Endometriumzellkulturen Ishikawa, RL95-2 und MFE-280 sowie 17-13-

Ostradiol (Positivkontrolle) und Podophyllotoxin (Toxizitadtskontrolle).

Tab. 13 BrdU-Test

BrdU-Assay Ishikawa- RL95-2- MFE-280-

Zellen Zellen Zellen
Leinsamenrohextrakt 30uM FE* el JEE
Leinsamenrohextrakt 1mM N JrE* JEE
Matairesinol 30uM AN *HE Axrx LF
Matairesinol 1mM dns. N LFE
Secoisolariciresinol 30uM AN FkE AN Hxk J***
Secoisolariciresinol 1mM ™n.s. J** JFF*
Enterodiol 30uM M™n.s. xrx LF
Enterodiol 1mM JF** * LF**
Enterolacton 30pM N* dns R
Enterolacton 1ImM J** J** JFH*
17-B-Ostradiol (Positivkontrolle) ™n.s. A N EHE
Podophyllotoxin (Toxizitats- J F** JFx* JF**
kontrolle)
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5. Diskussion
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl von Untersuchungen durchge-
fuhrt, die in entsprechend vielen Einzelergebnissen miindete.
Um die Ergebnisse zu diskutieren, werden sie hier aufbereitet zusammengestellt und
anhand folgender Kriterien diskutiert:

e Abhédngigkeit vom Test

e Dosis-Wirkungs-Abhdngigkeit

e Abhangigkeit von der Zelllinie
Zur besseren Ubersichtlichkeit wird das Design der vorliegenden Arbeit hier schema-

tisch nochmals vorgestellt.

5.1. Zusammenstellung der Ergebnisse
In der Untersuchung wurden drei Zelllinien mit Leinsamenrohextrakt und Lignanen kon-
frontiert. Sowohl der Leinsamenrohextrakt als auch die Lignane wurden einem MTT-
Test und ebenso einem BrdU-Test unterzogen. Die Umsetzung von MTT zu MTT-
Formazan gilt als Mal} fiir die metabolische Aktivitdt und den Redox-Status einer Zelle
(147) und wird zur Quantifizierung der Zellproliferation, der Zellentwicklungsfahigkeit
und zur Zytotoxizitatsbestimmung (148) genutzt. Der BrdU-Test ist ein colorimetrischer
Immunoassay und misst den Einbau des Pyrimidinanalogons BrdU anstelle von Thymi-
din in die DNA. Mit einer vermehrten DNA-Synthese wird eine Zellproliferation erkenn-
bar. In beiden Tests wird die Extinktion gemessen, sodass mit steigender Extinktion
auch eine Zellproliferation angenommen wird und umgekehrt. Es wurden der Leinsa-
menrohextrakt und vier industriell hergestellte Lignane in jeweils zwei Molkonzentrati-
onen getestet. Hinzu kommen mit dem 17-R-Ostradiol (Positivkontrolle) und dem Po-
dophyllotoxin (Toxizitdtskontrolle) zwei Testsubstanzen, die zur Uberpriifung der Validi-
tat der Ergebnisse unabdingbar waren. Somit gibt es pro durchgefiihrtem Test jeweils
drei karzinogene Zellkulturen: Ishikawa, RL95-2 und MFE-280, anhand welcher die Wir-
kung des Leinsamenrohextrakt, der insgesamt flinf Phytodstrogene, die sich der Unter-
klasse der Lignane zuordnen lassen, und des Ostrogens untersucht werden soll.
Den Gesamtiiberblick Gber die Ergebnisse gibt die Tabelle 14, in der die Ergebnisse ge-
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genlibergestellt werden. Die Nennung beschrankt sich auf die signifikanten Ergebnisse.

Tab. 14 Zusammenfassung der Ergebnisse der MTT- und BrdU-Tests

Negative Werte zeigen eine Hemmung der Proliferation der Tumorzellen um den angegebenen
Prozentsatz an, positive Werte eine Stimulation der Proliferation. Die Signifikanzniveaus wer-
den wie folgt angegeben: *** p<0, 001, ** p<0,01, * p<0,05.

Getestete Substanzen Zelllinie

MTT-Test Ishikawa RL95-2 MFE-280
Leinsamenrohextrakt 30uM -15,19%*** n.s. n.s.
Leinsamenrohextrakt 1mM +22,46%*** +14,1%*** +26,66%***
Matairesinol 30uM -8,73%* n.s. n.s.
Matairesinol 1mM -16,36%*** n.s. -15,77%*
Secoisolariciresinol 30uM +4,99%* n.s. n.s.
Secoisolariciresinol 1mM 49,84 % ** +5,0%* n.s.
Enterodiol 30uM n.s. n.s. n.s.
Enterodiol 1ImM +6,33%*** -17,9%* +17,6%**
Enterolacton 30uM n.s. n.s. n.s.
Enterolacton 1ImM -9,63%* n.s. n.s.
17-R-Ostradiol +6,84%*** n.s. n.s.
Podophyllotoxin -57,42%** -55,9%*** -53,54***
BrdU-Test Ishikawa RL95-2 MFE-280
Leinsamenrohextrakt 30uM +13,12%*** +6,77%** -22,09%***
Leinsamenrohextrakt 1mM -28,97%*** -28,24*** -32,70%***
Matairesinol 30uM +12,3%*** +14,58*** -11,9%***
Matairesinol 1mM n.s. -28,69%*** -25,49%***
Secoisolariciresinol 30uM +13,6%*** +13,38%*** -23,54%***
Secoisolariciresinol 1mM n.s. -22,95%** -31,41%***
Enterodiol 30uM n.s. +7,97%*** -23,66%***
Enterodiol 1ImM -20,61*** -23,66%* -31,41%***
Enterolacton 30uM +3,59%* n.s. -21,87%***
Enterolacton 1ImM -17,46%** -20,73%** -32,21%***
17-R-Ostradiol n.s. +3,94** +2,01%***
Podophyllotoxin -91,97%*** -82,1%*** -88,95%***
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5.1.2. Intertestvaliditat

Die Ergebnisse sind vom verwendeten Test abhédngig. Entsprechend werden nun die
Testergebnisse zusammengefasst. Besonderes Augenmerk wird auf die Ubereinstim-
mung zwischen den beiden Tests gelegt. Hierzu wird ein Ubereinstimmungsindex er-
stellt, bei dem es sich um einen summarischen Index handelt, der den Wert 1 erhilt,
wenn beide Tests Ubereinstimmende Ergebnisse aufweisen. Der Wert 0 zeigt an, wenn
ein oder beide Tests keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe
zeigten. Kommen beide Tests zu unterschiedlichen Ergebnissen, nimmt der Index den

Wert -1 an. Tabelle 15 fasst das Ergebnis fiir die beiden Tests zusammen.

Tab. 15 Intertest-Validitat

MTT-Test/BrdU-Test
(1) Ubereinstimmung 7 (19,4%)
(0) kein Ergebnis 21 (58,3%)
(-1) widerspriichliche Ergebnisse 8(22,2%)
Insgesamt 36 (100%)

Tabelle 15 zeigt eine sehr geringe Intertest-Validitat. Die Falle, in denen beide Tests zu
Ubereinstimmenden Ergebnissen kommen, sind mit 19,4% in der Minderheit und somit
seltener als die Tests mit widerspriichlichen Ergebnissen. Die Mehrzahl der Falle weist
dariiber hinaus in mindestens einem der beiden Tests keine signifikanten Ergebnisse
vor. Insofern kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass sich die Intertest-Validitat
mit 19,4% als gering erweist. Auf der Grundlage der Ergebnisse kann gefolgert werden,
dass:
e generell die Ergebnisse flir den MTT-Test unglnstiger als fiir den BrdU-Test aus-
fallen.
e sich die fir den MTT-Test erzielten Ergebnisse von denen fiir den BrdU-Test da-
rin unterscheiden, dass 18 der 36 untersuchten Zusammenhange fir den MTT-
Test ein statistisch signifikantes Ergebnis zeigen. Im BrdU-Test liegen 31 statis-
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tisch signifikante Ergebnisse vor.
e Matairesinol in héherer Konzentration (1mM) einen hemmenden Effekt auf die
Proliferation der Tumorzellen MFE-280 hat.
e sich Secoisolariciresinol in niedrigerer Konzentration (30uM) proliferierend auf
die Tumorzellen Ishikawa auswirkt.
e Enterodiol in héherer Konzentration (1ImM) einen hemmenden Effekt auf die
Proliferation der Tumorzellen der Zelllinie RL95-2 hat.
e Enterolacton in hoherer Konzentration (1mM) einen hemmenden Effekt auf die
Proliferation der Tumorzellen der Zelllinie Ishikawa zeigt.
e Podophyllotoxin einen hemmenden Effekt auf die Proliferation aller Tumorzell-
linienausubt.
Als Klarungsansatz fir die erzielten Ergebnisse bieten sich mehrere Moglichkeiten an,
so z. B. die verschiedenen Ausgangsthesen dieser Tests. Der MTT-Test weist Uber das
Redoxpotential indirekt die Glykolyserate lebender Zellen nach, wahrend der BrdU-Test
zum Nachweis der DNA-Replikation von wachsenden Zellen verwendet wird. Der MTT-
Test ist somit ein direkter Test, bei dem die Zellproliferation direkt Gber die Atmungsak-
tivitdt der Mitochondrien und somit die mitochondriale Aktivitat bestimmt wird, wah-
rend es beim BrdU-Test des Zwischenschrittes der Synthese von DNA bedarf und somit
die Zellproliferationsaktivitdt bestimmt wird. Entsprechend fehleranfalliger sollte der
BrdU-Test im Gegensatz zum MTT-Test sein. Dies lieB sich in unserer Arbeit nicht besta-
tigen. Auch die gegenwartige Fachliteratur zeigt, dass sich besser reproduzierbare Er-
gebnisse fiir den BrdU-Test (149) erzielen lassen. Eine genaue Klarung dieser Ergebnisse
konnen wir derzeit nicht geben. Zu diskutieren sind, ob ein direkter Einfluss der Proben
auf die Mitochondrienfunktion tber z.B. ER besteht und ob Mitochondrien dem Einfluss

anderer Faktoren als die DNA unterliegen. Dies wird im Weiteren genauer erortert.

5.1.3. Inter-Zelllinien-Validitat
Um die Inter-Zelllinien-Validitdat zu messen, wurde fiir die einzelnen Substanzen aber-

mals ein additiver Index gebildet, um pro Substanz ein Maf} der Konsistenz der gemes-
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senen Wirkung bereitzustellen. Der Index nimmt den Wert 6 an, wenn die Substanz in

allen drei Zelllinien und beiden Tests einen proliferierenden Effekt zeigt. Der Index

nimmt den Wert -6 an, wenn die Substanz in allen drei Zelllinien und beiden Tests einen

hemmenden Effekt aufwiesen. Bleibt die Substanz ohne Effekt, nimmt der Index den

Wert 0 an. Die Besonderheit des Indexes besteht darin, dass sich widerspriichliche Er-

gebnisse auf die Magnitude auswirken. Hat sich beispielsweise eine Substanz in vier

Tests als proliferierend erwiesen, wurde ihr der entsprechende Wert 4 zugeschrieben.

Wurde aber in zwei Tests eine hemmende Wirkung gemessen, reduziert sich der Wert

dieser um -2 auf den Gesamtwert 2. Nicht signifikante Ergebnisse werden mit dem

Wert 0 bericksichtigt. Tabelle 16 stellt die Ergebnisse fiir den Index der Inter-Zelllinien-

Validitat dar.

Tab. 16 Inter-Zelllinien-Validitat

Zelllinie Index der Inter-Zelllinien-Validitat
Leinsamenrohextrakt 30uM 0
Leinsamenrohextrakt 1mM 0
Matairesinol 30uM 0
Matairesinol 1mM -4
Secoisolariciresinol 30uM

Secoisolariciresinol 1mM

Enterodiol 30uM

Enterodiol 1mM -2
Enterolacton 30uM 0
Enterolacton 1mM -4
17-R-Ostradiol 3
Podophyllotoxin -6

Die in Tabelle 16 zusammengestellten Ergebnisse kdnnen wie folgt gegeniibergestellt

werden:

Die Kontrollsubstanz Podophyllotoxin erreicht den erwarteten Wert von -6, d.h.,

sie erweist sich in allen Tests als Zellgift.

Die proliferierende Wirkung von 17-R-Ostradiol ist dagegen nur eingeschrinkt
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gegeben, was auf nicht signifikante Messungen zurlickzufiihren ist.

e Die 30uM Konzentrationen von Leisamenrohextrakt, Matairesinol, Enterodiol
und Enterolacton haben keinen Effekt auf das Wachstum von Tumorzellen.

e 1mM Leinsamenrohextrakt bt keinen Effekt auf das Wachstum von Tumorzel-
len aus.

e 1mM Secoisolariciresinol zeigt keinen Effekt auf das Wachstum von Tumorzel-
len.

e Eine schwache bis mittlere hemmende Wirkung auf die Proliferation von Tu-
morzellen geht von Enterodiol, Enterolacton und Matairesinol in den 1mM Kon-
zentrationen aus.

e Lediglich die 30uM Konzentration von Secoisolariciresinol wirkt sich schwach

proliferierend auf Tumorzellen aus.

Damit ergeben sich weitgehend dieselben Ergebnisse, die bereits in den vorausgegan-
genen Kapiteln beschrieben wurden. Im Hinblick auf Leinsamenrohextrakt kann daher
festgestellt werden, dass hemmende oder proliferierende Wirkungen auf Tumorzellen
nicht valide nachgewiesen werden kdnnen. Valide nachweisen lassen sich hemmende
Wirkungen fiir Enterodiol, Enterolacton und Matairesinol. Secoisolariciresinol wirkt sich

schwach proliferierend auf Tumorzellen aus.

5.2. Die Dosis-Wirkungs-Abhangigkeit

Um die unterschiedlichen Effekte der Konzentration von Phytoostrogenen auf Tumor-
zellen und Schliisse auf die Wirksamkeit von Phytodstrogenen sowie die Abhangigkeit
der Wirksamkeit vom angewendeten Test ziehen zu konnen, fasst die Tabelle 17 die
Ergebnisse hinsichtlich Effektrichtung fiir die beiden Tests und signifikanten Ergebnisse
zusammen. Die leitende Frage der Untersuchung war dabei, ob sich unterschiedliche
Konzentrationen desselben Phytodstrogens ungleich auf die Zelllinien auswirken. Dar-
aus konnte geschlossen werden, dass sich die Konzentration von Phytoostrogenen auf

die Proliferation oder Hemmung der Entwicklung entsprechender Tumorzellen auswirkt
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Tab. 17 Effektrichtung der unterschiedlichen Konzentrationen der Proben
Die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen des Leinsamenrohextraktes, der Lignane sowie
der Kontrollsubstanzen auf die Zelllinien

H=hemmend, P=proliferierend, n.s.= nicht signifikant

Test MTT BrdU MTT BrdU MTT BrdU
Zelllinie Ishikawa | Ishikawa | RL95-2 | RL95-2 | MFE-280 | MFE-280
Leinsamen-

rohextrakt 30uM H P n.s. P n.s. H
Leinsamen-

rohextrakt 1ImM P H P H P

Matairesinol30uM H P n.s. P n.s.

Matairesinol 1mM H n.s. n.s. H H H

Secoisolariciresi-

nol 30uM P P n.s. P n.s. H
Secoisolariciresi-

nol ImM P n.s. P H n.s. H
Enterodiol 30uM n.s. n.s. n.s. P n.s. H
Enterodiol 1mM P H H H P H
Enterolacton 30uM | n.s. P n.s. n.s. n.s. H
Enterolacton 1mM H H n.s. H n.s. H
17-B-Ostradiol P n.s. n.s. P n.s. P
Podophyllotoxin H H H H H H

Tabelle 17 zeigt sieben Fille (fett gekennzeichnet), in denen sich die Konzentration des
Teststoffs differenziert auf die Tumorzellen auswirkt. Dabei werden nur die Fille be-
trachtet, in denen sich beide Testergebnisse fur die jeweilige Substanz als signifikant
erwiesen haben. Mit einer Ausnahme wirkt sich die geringere Konzentration proliferie-
rend, die hohere Konzentration hingegen hemmend auf das Wachstum der Tumorzel-
len aus. Eine differenzierte Wirkung der Konzentration findet sich im BrdU-Test fiir die
Zelllinie RL95-2 fiir den Leinsamenrohextrakt und die Lignane Matairesinol, Secoisolari-
ciresinol und Enterodiol. Dies gilt ebenso fiir die Zelllinie Ishikawa im BrdU-Test. Dem-
nach kann angenommen werden, dass sich eine geringe Konzentration der Substanzen

proliferierend auf Tumorzellen eines Endometriumkarzinom auswirkt, wahrend eine
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héhere Konzentration hemmend auf das Wachstum von Tumorzellen wirkt. Das ent-
spricht dem Postulat biphasischer Effekte (150-152), in denen niedrige Konzentrationen
proliferierend, hohe dagegen antiproliferativ wirken. Ob dieses Ergebnis reliabel ist,
kann indes erst nach weiteren Tests mit Bestimmtheit gesagt werden. Aber hier kann
bereits festgestellt werden, dass sich Lignane konzentrationsabhangig differenziert auf
die Zelllinien auswirken. Eine hemmende Wirkung ist dabei von hohen bzw. héheren
Konzentration als 30uM zu erwarten. Beantwortet werden muss aber die Frage, wo die
Trennlinie zwischen einer proliferierenden und einer hemmenden Wirkung verlauft.

Die differenzierte Wirkung des Leinsamenrohextraktes auf die Zelllinie Ishikawa im
MTT-Test kann an dieser Stelle nicht mit Bestimmtheit kommentiert werden und muss

daher im Folgenden noch diskutiert werden.

5.3. Die Abhdngigkeit von der Zelllinie
Tabelle 14 kann auch als Grundlage dienen, um die Ergebnisse hinsichtlich der Abhan-
gigkeit von der verwendeten Zelllinie zu diskutieren. Als Ergebnis kann Nachfolgendes

festgehalten werden.

5.3.1. Die Abhdngigkeit von der Ishikawa-Zelllinie

Fir die Ishikawa-Zelllinie ergibt der Vergleich vom MTT-mit dem BrdU-Test diffuse Er-
gebnisse, die keine eindeutigen Schliisse zulassen. Ubereinstimmung zwischen den bei-
den Tests zeigt sich nur im Hinblick auf die proliferierende Wirkung der niedrigen Se-
coisolariciresinol- und die hemmende Wirkung der hohen Enterolactonkonzentration.
Ansonsten differieren die Ergebnisse zwischen beiden Tests fir die Ishikawa-Zelllinie:
entweder wird bei einem Test eine proliferierende Wirkung oder bei dem anderen eine
hemmende Wirkung ermittelt. Hinzukommt, dass ein Test eine signifikante, der andere
eine nichtsignifikante Wirkung vorweist. Folglich sind die Ergebnisse ungeeignet, um
einen Schluss auf die Ishikawa-Zelllinie und somit auf die Wirksamkeit der verwendeten

Substanzen auf ein gut differenziertes endometriales Adenokarzinom zuzulassen.
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5.3.2. Die Abhdngigkeit von der RL95-2-Zelllinie

Fiir die RL95-2-Zelllinie ergibt sich ein dhnliches Bild. Die Ubereinstimmungen zwischen
dem MTT- und BrdU-Test mit Blick auf die verwendeten Substanzen fallen nicht groRer
aus als fur die Ishikawa-Testlinie. So scheint sich eine hemmende Wirkung von 1mM
Enterodiol auf RL95-2 zu bestdtigen. Jedoch steht diesem Ergebnis ein widerspriichli-
ches Resultat fir 1mM Secoisolariciresinol und 1mM Leinsamenrohextrakt entgegen:
proliferierend im MTT-Test, hemmend im BrdU-Test. Abgerundet werden die Ergebnis-
se durch Test-Paare, in denen immer ein Test, in der Mehrzahl der Falle der MTT-Test,
ein nicht signifikantes Ergebnis hervorbringt. Er wurde bereits oben als unglinstig fir

die Messung geringer Konzentrationen eingestuft.

5.3.3. Die Abhdngigkeit von der MFE-280-Zelllinie

Flir die MFE-280-Zelllinie ergibt sich basierend auf dem BrdU-Test ein einheitliches Bild:
alle getesteten Substanzen wirken sich hemmend auf die Bildung von Tumorzellen aus.
Der Vergleich der Ergebnisse des BrdU- mit denen des MTT-Tests zeigt aber, dass sich
nur im Fall von 1mM Matairesinol eine hemmende Wirkung in beiden Tests nachweisen
lasst. Dem widersprechen die Ergebnisse fiir Leinsamenrohextrakt (1mM) und
Enterodiol (1mM). In beiden Fallen weist der MTT-Test die entsprechende Substanz als
proliferierend auf Tumorzellen auf. Der BrdU-Test hingegen zeigt, dass dieselbe Sub-
stanz in derselben Konzentration (jeweils 1ImM) hemmend auf Tumorzellen wirkt. Die
Ergebnisse werden durch das mittlerweile bekannte Bild nicht signifikanter Ergebnisse
fir den MTT-Test, die vor allem geringe Konzentrationen betreffen, abgerundet. Die

Ergebnisse verdeutlichen die Validitatsproblematik und die Nutzbarkeit des MTT-Tests.

Festgestellt werden kann, dass sich im BrdU-Test bezliglich der Zelllinien RL95 und Ishi-
kawa fir niedrige Konzentrationen eine proliferierende und fiir hohe Konzentrationen
eine hemmende Wirkung nachweisen lassen. Es handelt sich also um einen biphasi-
schen Effekt. Im BrdU-Test prasentieren sich fir die Zelllinie MFE-280 signifikant hem-

mende Resultate bei samtlichen untersuchten Substanzen.
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Diese Ergebnisse werfen nun die Frage auf, ob der Differenzierungsgrad der Adenokar-
zinome einen Unterschied in der Wirksamkeit aufklaren kann. Handelt es sich bei den
Zelllinien RL95-2 und Ishikawa um gut bis maRig differenzierte Zelllinien, so zeigt sich
auch, dass die signifikanten Resultate in beiden Tests, bis auf eine Ausnahme (1mM
Enterodiol im MTT-Test), Gibereinstimmen. Fiir die Zelllinie MFE-280, eine schlecht dif-
ferenzierte Zelllinie, prasentieren sich die signifikanten Ergebnisse meist in Form hem-
mender Resultate fiir die Substanzen. Die Ausnahmen liegen beim Leinsamen und
Enterodiol in der jeweils héheren Konzentration im MTT-Test. Somit kdnnte dem Diffe-
renzierungsgrad eine wesentliche Rolle zugeschrieben werden. Ob dieser fiir das unter-
schiedliche Verhalten verantwortlich ist wird Gegenstand weiterer Untersuchungen

sein mussen.

Postuliert man nun, dass die Inkubationszeit, die in unserem Fall 48 Stunden betrug, die
proliferative Wirkung deutlich beeinflusst, kdnnte eine mégliche Erklarung in dem nur
fir die Zelllinie RL95-2 vom Hersteller beschriebenen Oberflachenmikrovilli gefunden
werden. Das heilSt, die Zelle weist eine groRere Oberflache als die beiden anderen Zell-
linien auf, sodass erhéhte Resorptionseigenschaften mit einer erhdhten intrazelluldaren
Aufnahme und folgend auch erhéhten Konzentration der Lignane einhergehen kénnen.
Im Vergleich mit der Ziellinie MFE-280 zeigen sich deutliche Unterschiede im Prolifera-
tionsverhalten zwischen den Zelllinien. Vergleicht man jedoch die Ergebnisse der Zellli-
nien RL95-2 und Ishikawa sind alle signifikanten Ergebnisse der beiden Ziellinien iden-
tisch. Die genauen Verdanderungen des Proliferationsverhaltens bei unterschiedlichen

Inkubationszeiten sollten in Zukunft weiter untersucht werden.

Die Kontroverse um den Einfluss der Lignane auf die Tumorproliferation von Endomet-
riumkarzinomzelllinien I3sst sich durch unsere Ergebnisse nicht beenden. Bei allen drei
Zelllinien handelte es sich um ER-positive Tumorzellen. Um moégliche ER-unabhéngige
Wirkungen der Lignane zu erhalten, ist es in zuklnftigen Arbeiten unabdingbar, ER-
negative Zellreihe zu testen. Der Literaturvergleich (49, 153-155) bestatigt die gegen-

wartige Uneinheitlichkeit von Ergebnissen bei Arbeiten mit Phytodstrogenen.
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5.4. Die Abhadngigkeit vom Lésungsmittel

Grundsétzlich stellt sich die Frage nach der Konzentration vom Losungsmittel und in-
wiefern an den Zellen ein adverser Effekt desselben stattfindet. Er muss daher in die
Bewertungen mit einflieRen. Dies wird auch in der Literatur (156, 157) diskutiert.

Um den adversen Effekt auszuschliefen, wurde in unserer Arbeit 0,1% DMSO einge-
setzt. DMSO zeigte sich als geeigneter Losungsvermittler, da er in der Konzentration

von 0,1 % an keiner Zelllinie eine unphysiologische Wirkung zeigte.

5.5. Die Abhdngigkeit vom FKS

In der vorliegenden Arbeit wurden keine Vergleichsuntersuchungen von gestripptem
und nicht gestripptem FKS durchgefihrt. Zur Abhangigkeit vom FKS kann daher keine
Aussage getroffen werden. Die gegenwartige Literatur belegt durchgangig die Vorteile
des gestrippten FKS und empfiehlt demzufolge, das FKS zu strippen (158). Wir folgten

diesem Urteil und strippten das Fetale Kalberserum fir unsere Arbeiten.

5.6. Interpretation der Ergebnisse

5.6.1. Interpretation der Ergebnisse nach Stimulation mit den Kontrollsubstanzen
Podophyllotoxin und 17-B-Ostradiol

Die Ergebnisse fiir die beiden Kontrollsubstanzen, 17-R-Ostradiol und Podophyllotoxin,
entsprachen im Fall von Podophyllotoxin den Erwartungen. Podophyllotoxin wirkte bei
allen Zelllinien hemmend auf das Wachstum von Tumorzellen. Dabei fiel die Wirkung
im BrdU-Test nahezu doppelt so stark aus wie im MTT-Test. Als Mal} der zytotoxischen
Wirkung wurde der ICso-Wert gewahlt und graphisch bestimmt. Das ist der Wert, bei
dem die Absorption auf 50% der Kontrollsubstanz sinkt. Der ICso-Wert wurde im Falle
von Podophyllotoxin erwartungsgemafl (159-163) in beiden Tests erreicht, bei 17-R-
Ostradiol,ebenfalls wie erwartet (164), nicht.

Interessanterweise ergaben sich fiir 17-R-Ostradiol Ergebnisse, die die Validitit der
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Tests einzuschrinken schienen: Wihrend im MTT-Test 17-R-Ostradiol fiir die Zelllinie
Ishikawa die vermutete signifikante Wirkung auf deren Proliferation hatte, war dies fiir
den BrdU-Test bei der Zelllinie Ishikawa nicht der Fall. Entgegengesetzt prasentierten
sich die Ergebnisse fiir die RL95-2 und die MFE-280 Zelllinie. Hier zeigten sich im BrdU-
Test signifikant positive Wirkungen auf die Proliferation, allerdings nicht im MTT-Test.
Es bleibt aber festzuhalten, dass 17-B-Ostradiol durchgehend eine proliferierende Wir-
kung auf alle Zelllinien ausibte, wenngleich nicht immer signifikant.

Moglicherweise bestand im MTT-Test auch kein direkter Zusammenhang zwischen der
Zellzahl und den gemessenen Extinktionswerten. In seiner Promotionsarbeit an Ishika-
wa-Zelllinien zeigt Harald Esch (165), dass sich nach Inkubation mit 1nM E2 im Vergleich
mit der Zellzahlentwicklung und der MTT-Formazan Extinktion nach 48 Stunden keine
Veranderung der Extinktionswerte mehr ergaben. Nach 72 Stunden fielen indessen die
Extinktionswerte, obwohl die gemessene Zellzahl konstant blieb. In folgenden Arbeiten
sollte somit parallel zur MTT- und BrdU-Testung die elektronische Zdhlung der Zellzah-
len durchgefiihrt werden, um die Frage der Korrelation zwischen Zellzahl und Extinktion
beantworten zu kénnen.

Auch der Inkubationszeit kann eine wesentliche Rolle zugeschrieben werden. Wir ent-
schieden uns laborintern fir die Inkubationszeit von 48 Stunden. Uns war bewusst,
dass sich mit einer langeren Inkubationszeit die Ergebnisse moglicherweise anders pra-
sentiert hatten. Ostrogene (iben tber die ER nicht nur die klassische, genomische Wir-
kung einer modulierten Genexpression aus, es bestehen auch wesentlich schneller ab-
laufende, nichtgenomische Effekte (166-168). Diese haben ihren Ursprung an der Plas-
mamembran, funktionieren (iber intrazelluldre Signalkaskaden mit sehr schnellem Wir-
kungseintritt und kénnen somit nicht durch Aktivierung von RNA und Proteinsynthese
erklart werden. Es wird postuliert, dass gynakologischen Tumoren in diesem Zusam-
menhang eine besondere Bedeutung zukommt, da deren Proliferationen haufig unter
Ostrogenem Einfluss stehen.

Bereits bekannt ist, dass die Ostradiolwirkung durch einen mikrobiellen Befall der Zell-
kulturen beeinflusst werden kann (169) und Veranderungen dieser Art nicht immer

erkennbar sind. Die Lagerung des Ostradiols erfolgte wihrend unserer Arbeit lichtge-
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schitzt und gekihlt, auch waren makroskopisch keinerlei Verschmutzungen, Ausfallun-
gen oder ein mikrobieller Befall sichtbar. Alle zwei bis drei Tage Uberpriften wir dies.
Zur Verhinderung von mikrobiellem Befall wurden Antibiotika und Antimykotika zuge-
setzt. Eine Verteilungsproblematik durch die 6lige Ostradiol-Substanz hitte ebenso
vorliegen konnen. Es stellte sich hier ebenfalls die Frage nach der gewéhlten Konzentra-
tion. Die Ostradiolkonzentration lag deutlich héher als unter In-vivo-Verhéltnissen, so-
dass ein madglicher zytotoxischer Teileffekt und eine Ostrogen-induzierte Apoptose
denkbar gewesen waren (170-173). Bekannt ist auch, dass es bei Hormoniberschuss zu
einer Downregulation der ER (174) kommt und somit eine verringerte Proliferation vor-
liegen kann. Liu et al. (175) zeigen, dass E2 proliferierend liber den a-Rezeptor und
hemmend lber den B-Rezeptor wirken kann. Dies kann zu einer moglichen Erklarung
beitragen, wird ein dynamischer Rezeptorstatus postuliert. Weitere Ursachen sind in
den Tumorzelllinien selbst zu suchen, welche auch Punktmutationen unterliegen mit
daraus resultierender Hypo- oder Hypersensibilitit beziiglich der Ostrogenwirkung

(176, 177).

Ostrogen steuert unter physiologischen Bedingungen die Proliferation und Apoptose
des Drisenepithels des Endometriums, indem es die Expression einer Vielzahl von Ge-
nen in den Ostrogen-abhingigen Epithelzellen reguliert (178). Sie stehen in Wechsel-
wirkung mit multiplen Systemen, wie Protoonkogenen, Apoptose-Genen, Wachstums-
faktoren, Tumorsuppressorgenen, Zellzyklus-Regulatoren, Telomerasen und Mutator-
genen (179-181), welche die Proliferation und den Zellzyklus regulieren. Fehlfunktionen
in diesen Systemen sind zu beriicksichtigende Prozesse bei der Genese von Endometri-

umkarzinomen.

5.6.2. Interpretation der Ergebnisse nach Stimulation mit dem Leinsamenrohextrakt
und den Lignanen

Vorab sei angemerkt, dass der ICso-Wert weder beim Leinsamenrohextrakt noch den
Lignanen in beiden Tests Uberschritten wurde, sodass keine zytotoxische Wirkung

nachgewiesen werden konnte. Jedoch ergaben sich in den Testreihen Unterschiede
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zwischen dem MTT- und dem BrdU-Test beziiglich des Zelllinienverhaltens, fir die eine
Erklarung zu finden ist.

Der MTT-Test zeigt fiir beide Konzentrationen des Leinsamenrohextraktes mit der Zell-
linie Ishikawa einen signifikanten Unterschied zur unstimulierten Kontrollgruppe. Eine
geringe Konzentration von 30uM wirkte hemmend, wahrend eine hohe Konzentration
proliferierend wirkte. Beim Betrachten der beiden anderen Zelllinien im MTT-Test ver-
hielt es sich ahnlich, wenn auch nicht fiir alle Konzentrationen signifikant. Der MTT-Test
zeigte fur die Konzentration von 1mM Leinsamenrohextrakt fiir RL95-2 und MFE-280
eine signifikant proliferierende Wirkung, wahrend keine signifikante Wirkung in der
niedrigen Konzentration festzustellen war. Dennoch blieb auch fir diese Zelllinien eine
hemmende Wirkung nachweisbar. Im Vergleich der Ergebnisse des Leinsamenrohex-
traktes im MTT-Test mit den industriell produzierten Lignanen zeigten sich keine ein-
deutigen Ergebnisse. Einige Falle bestédtigten die Ergebnisse, andere widerlegten sie.
Aus dem MTT-Test liel8 sich daher schlieRen, dass der Leinsamenrohextrakt in erhohter
Konzentration das Wachstum von Endometriumkarzinomzellen férdert, wahrend er in
niedrigerer Konzentration das Wachstum an den Endometriumkarzinomzellen hemmt.
Die nach den vorliegenden Ergebnissen gezogene Schlussfolgerung erweist sich jedoch
als diskutabel, wenn die Ergebnisse des MTT-Tests mit den Ergebnissen des BrdU-Tests
verglichen werden.

Die Unterschiede fanden sich im BrdU-Test nicht in der Form wieder wie im MTT-Test
gezeigt. Beim Leinsamenrohextrakt prasentierten sich fir die gut differenzierte Zelllinie
Ishikawa und die maRig differenzierte Zelllinie RL95-2 in der niedrigen Konzentration
signifikant proliferierende Ergebnisse. Flr die hohe Konzentration zeigten sich signifi-
kant hemmende Wirkungen fiir beide Zelllinien. Fir die schlecht differenzierte Zelllinie
MFE-280 zeigten sich signifikant hemmende Resultate fiir beide Konzentrationen. Beim
Vergleich der Ergebnisse des Leinsamenrohextraktes im BrdU-Test mit denen der
kommerziell erworbenen Lignane lieRen sich keine durchgehend eindeutigen Ergebnis-
se erzielen, jedoch bestatigten sie in den meisten Féllen die Resultate, die bereits beim
Leinsamenrohextrakt festgestellt wurden.

Bei der Wirkungsweise von Phytodstrogenen sind mannigfache Wirkmechanismen zu
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bericksichtigen, welche zu diskrepanten Forschungsergebnissen fiihren kdnnen. Auch
in der Literatur wird Gber die Exposition mit PhytoOstrogenen diskutiert. Einige Autoren
dokumentierten eine Wachstumshemmung unter Lignaneinfluss (115, 131, 182). Ande-
re hingegen wiesen bei In-vitro- und In-vivo-Studien (48), einer dstrogenen Wirkung
entsprechend, eine Proliferationssteigerung unter Exposition mit Phytodstrogenen
(183) oder Leinsamen (184) nach. Eine Studie von McMichael-Phillips et al. (185) unter-
suchte an 48 Frauen die Auswirkungen von Nahrungserganzung mit 60 g Soja (enthélt
45 mg Isoflavone) lber 14 Tage auf die Proliferationsrate von pramenopausalen, histo-
logisch normalen Brustepithelzellen und zeigte dass schon eine kurzfristige Nahrungs-
erganzung mit Soja die Proliferationsrate deutlich stimuliert.

Da die Expression einer Vielzahl von Genen in den 6strogenabhangigen Epithelzellen
reguliert wird, wurden sowohl fiir Ostrogen als auch fiir pflanzliche Bestandteile (186,
187) apoptoseinduzierende Mechanismen beschrieben. Beider Apoptose Typ Il, dem
intrinsischen Weg der Apoptose, kommt es durch noch unbekannte Mechanismen zur
Freisetzung des pro-apoptischen Faktors Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien in das
Zytoplasma. Dies geschieht sowohl in primaren als auch Tumorzellen. An der Oberfla-
che verschiedener Tumorzelllinien findet man den CD95-Liganden (Fas Ligand), mit dem
Tumor-infiltrierende Lymphozyten aktiv getdotet werden. Die Anti-Tumor-
Immunantwort wird dadurch unterdriickt. Dieses Phanomen wird Tumor Counterattack
genannt. Poonyachoti et al. (188) untersuchten die Auswirkungen von Genistein, Daid-
zein und 17-B-Ostradiol auf Fas Ligand und Cytochrom c in primaren Endometriumzell-
kulturen von Schweinen und RL95-2. Die Expression von Fas Ligand, die nur in RL95-2-
Zellen vorhanden waren, wurde durch 17-B-Ostradiol, Daidzein oder Genistein signifi-
kant hochreguliert und Cytochrom c in beiden Zellkulturen durch Genistein oder Daidz-
ein gehemmt. 17-B-Ostradiol supprimierte Cytochrom c zwar in den primiren Endo-
metriumzellkulturen, jedoch nicht in RL95-2-Zellen. Die Ergebnisse der Autoren legen
nahe, dass sowohl Ostrogene als auch Phytodstrogene Tumorprogression verursachen
kdnnen.

Immer wieder werden biphasische Effekte unter Phytoostrogenexposition beschrieben.

Wang et al. (150) zeigten, dass niedrige Konzentrationen von 0,1 bis 10 uM verschiede-
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ner Phytodstrogene die DNA-Synthese um 150 bis 235 % in humanen Brustkrebszellen
erhohte. Bei Konzentrationen von 20 bis 90 uM dagegen fiel die Synthese antiprolifera-
tiv aus und reduzierte sich um 50 %. Auch Miodini et al. (150, 152) beschrieben einen
biphasischen Effekt flir Genistein an MCF -7-Zellen in einer Dosis von 5 uM und 1 uM.
Aus dieser scheinbaren Ambivalenz zogen die Autoren den Schluss, dass eine positive
bzw. negative Wirkung konzentrationsabhdngig ist. Die Zellzahl oder DNA-Menge wur-
den jedoch nicht gemessen.

Auch Whitten et al. (189) bewerteten die potenziellen Vorteile und Risiken durch nattir-
lich vorkommende pflanzliche Ostrogene und wiesen nach, dass Coumestrol nicht dem
Bild eines klassischen Antiéstrogen entspricht sondern durch steroidales Ostrogen ver-
starkt ein uterines Wachstum bei Ratten induziert.

In einer Langzeitstudie konnten Unfer et al. (120) an gesunden Frauen im Klimakterium,
welche entweder 150 mg einer Isoflavonmischung oder ein Placebo einnahmen, ein
signifikant hoheres Auftreten einer Endometriumhyperplasie in der Verumgruppe
nachweisen, hingegen bei keiner der Patientinnen unter Placebo. Karzinome wurden

jedoch nicht festgestellt.

Unsere Untersuchungen konnten die These einer tumorwachstumshemmenden Wir-
kung hoher Leinsamenrohextrakt-Konzentrationen zumindest anteilig bestatigen. Es ist
aber anzumerken, dass der Leinsamenrohextrakt sowohl in héherer als auch in niedri-
gerer Konzentration das Wachstum von unterschiedlichen Zelllinien zur Proliferation
bringen kann. Auch in der Literatur herrscht Uneinigkeit. Eine tatsdchliche Festlegung
einer reprasentativ hohen oder niedrigen Konzentration ist bisher nicht erfolgt (150,

152, 190).

Alle Arbeiten mit natirlichen Produkten unterliegen Schwankungen, die bei industriell
hergestellten weitestgehend umgangen werden. Bei der Herstellung des Leinsamen-
rohextraktes konnte also eine inhomogene Rohextraktmasse entstehen, was an der
unterschiedlichen Konfiguration liegt, z. B. Wachstumsvariabilitdt und damit einherge-

hende prozentuell unterschiedliche Inhaltsstoffe, mégliche Verschmutzungen oder Di-
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cke der verschiedenen Materialien. Auch kann es zu einer mikrobiellen Besiedlung des
Praparates kommen. Um den Einfluss auf die Ergebnisse zu reduzieren, erstellten wir
fur jeden durchgefiihrten Test eine neue Losung. Somit haben wir in unserer Arbeit,
wenngleich auch nur makroskopisch, diesen Einflussfaktor weitestgehend ausgeschal-
tet. Dies betraf, wie bereits erwdhnt, auch die Losungs- oder Verteilungsproblematik
des Leinsamenrohextrakts.

Unsere Ergebnisse sowie der bisherige Forschungsstand lassen keine endgliltige Aussa-
ge Uber die Wirksamkeit von Leinsamenrohextrakt auf das Wachstumsverhalten von
Endometriumkarzinomzellen zu. Die klassische Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen
den beiden Konzentrationen des Leinsamenrohextraktes und der Extinktionswerte als
Mal der Tumorproliferation war in unserer Arbeit nicht erkennbar. Dies betrifft ebenso
die Ergebnisse mit den kommerziell erworbenen Lignanen. Deckungsgleich mit Litera-

turangaben, lieferten sie keine eindeutigen und einheitlichen Resultate.

5.7. Zusammenfassung und Ausblick

Wie bereits im ersten Kapitel ausfihrlich beschrieben, war die leitende Frage dieser
Arbeit, ob nach Stimulierung von humanen endometrialen Zellen mit einem Leinsa-
menrohextrakt und verschiedenen Lignanen ein Effekt auf die Zellen ausgelibt werden
kann und ob es sich dann um einen proliferativen, hemmenden oder gar zytotoxischen
Effekt handelt. Vergleichende Substanzen waren 17-R-Ostradiol und Podophyllotoxin.
Bei Letztgenanntem wurde der toxische Effekt eindricklich belegt, wahrend der prolife-
rative Effekt von 17-RB-Ostradiol nicht in der erwartenden Stirke nachgewiesen werden
konnte. Festgestellt wurde aber eine Proliferation.

Da im Verlauf dieser Arbeit umfangreiche Analysen durchgefiihrt wurden und somit
eine entsprechend grofle Zahl an Einzelergebnissen vorliegt, musste die Validitat der
Resultate Gberprift werden, um Aussagen Uber die Wirkung der eingesetzten Substan-
zen zu treffen. Die Ergebnisse dieser Validitatsprifung lassen sich wie folgt zusammen-
fassen:

e Der MTT-Test hat vor allem bei der Priifung geringer Konzentrationen zu nicht
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signifikanten Ergebnissen gefihrt.

e Fir geringe Konzentrationen von 30uM der eingesetzten Substanzen kénnen
keine gesicherten Aussagen gemacht werden. Lediglich Secoisolariciresinol wirk-
te sich proliferierend auf Tumorzellen aus.

e Hohere Konzentrationen von 1mM ergaben in der Regel signifikante Effekte.

Enterodiol, Enterolacton und Matairesinol hemmten das Tumorwachstum.

Letztlich kann aufgrund der Arbeitsergebnisse fiir Endometriumkarzinomzellen nicht
bestatigt werden, dass die Aufnahme von Phytodstrogenen in Form von Leinsamen
grundsatzlich einen hemmenden Effekt auf die Zellproliferation hat. Es kann sich sogar
gegenteilig auswirken. Positive Wirkungen auf die Proliferation von Tumorzellen zeig-
ten dagegen vor allem Enterodiol, Enterolacton und Matairesinol. Damit werden die
Arbeiten von Carreau et al. (191) fir Enterodiol und Enterolacton und Milder et al.
(192) fiir Matairesinol bestitigt. Die Frage einer moglichen Ubertragbarkeit der In-vitro-
Ergebnisse auf In-vivo-Verhaltnisse muss unbeantwortet bleiben, weil viele divergie-
rende Resultate vorliegen. Bevor also eine Indikation zur Einnahme oder gar konkrete
Dosierung von Lignanen oder Leinsamenrohextrakt ausgesprochen werden, sollten sich
dringend noch weitere Untersuchungen an die hier vorliegende angeschlossen haben.
Unsere Ergebnisse zeigen teils deutliche proliferative Effekte und decken sich mit der
Fachliteratur. Dies wiirde demzufolge ein Tumorwachstum férdern und somit verhee-
rende Folgen fiir die Betroffenen haben.

Da Leinsamen viele bioaktive Verbindungen enthdlt, u.a. einen sehr hohen Gehalt an
Lignanen (193), vor allem in Form von SDG (194, 195), sollte in zukinftigen Arbeiten
der Effekt von SDG gesondert gepriift werden.

Lignane haben in den letzten Jahren grofRes Interesse geweckt, allerdings mangelte es
an der Kenntnis ihrer konkreten Wirkmechanismen. Die hier vorliegende Arbeit beweist
einmal mehr, dass die offentlich propagierte chemopraventive Wirkung der Phytoost-
rogene (15, 196-198) nicht eindeutig nachgewiesen werden kann. Dies sollte die zu-

kiinftige Forschung bericksichtigen.
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Eine ernahrungsbedingte Belastung oder Zugabe von industriell hergestellten Phytodst-
rogenen kdnnte sogar das Risiko fiir Tumorentstehung deutlich erhohen. Daraus folgt,
dass zum jetzigen Zeitpunkt keinerlei Empfehlungen zur Einnahme oder konkreten Do-
sierung ausgesprochen werden sollten.

Die gegenwartige Datenlage (72, 199-205) erlaubt somit keine abschliefende Beurtei-
lung des Effektes von Lignanen und Leinsamen. Es ist nicht auszuschlielRen, dass z.B. fiir
die Gruppe der postmenopausalen Frauen das bereits ohnehin bestehende Risiko einer
gesteigerten Entwicklung prakanzerogener Veranderungen noch erhéht werden kann.
Mehrere Publikationen (32, 45) untermauern, dass ohne detaillierte Analysen moleku-
larer Wirkungsmechanismen bekannter Phytodstrogene eine Unterscheidung in endo-
krine Disruptoren, welche die Gesundheit schadigen kénnen, und ,,gute” Phytodstroge-
ne unmoglich ist.

Da in unserer Arbeit eindriicklich die hemmende Wirkung der Lignane auf die MFE-280-
Zelllinie gezeigt werden konnte, sollten sich zukUlinftige Forschungsarbeiten aus unserer
Sicht vor allem mit Enterodiol und Enterolacton und ihrer méglichen Antitumorwirkung

an der Zelllinie MFE-280 beschéftigen.
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6. Thesen

1. Die Inzidenz des Endometriumkarzinoms ist in westeuropdischen Regionen
hoch. Das Endometriumkarzinom gehort in Deutschland zur vierthaufigsten Tu-
morerkrankung der Frau.

2. Ostrogene sind Steroidhormone, welche fiir die Zellproliferation und Zelldiffe-
renzierung im menschlichen Organismus wichtige Funktionen ausiiben. Ostro-
gene haben sowohl osteo-, kardio- als auch neuroprotektive Effekte, wirken je-
doch auch thrombogen und kénnen die Tumorzellproliferation stimulieren.

3. Vom menschlichen Organismus ist bekannt, dass eine Dauertherapie mit 17-B-
Ostradiol iber ER-a als auch ER-B eine Hyperproliferation des Endometriums
auslost. Das Risiko der Entwicklung endometrialer Tumoren vergroRert sich
dadurch.

4. Phytodstrogene besitzen strukturelle Ahnlichkeit mit Ostrogenen, die Haupt-
gruppen sind die Lignane, die Isoflavone, die Coumestane und die Stilbene. Als
selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) kdnnen sie organselektiv als
Ostrogen-Agonisten oder -Antagonisten wirken, wodurch eine &strogene oder
auch antiéstrogene Wirkung erzielt werden kann.

5. Die am haufigsten untersuchten Phytodstrogene sind Produkte der Sojabohne,
welche reich an Isoflavonen sind. Lignane sind in europdischen Pflanzen, wie im
Leinsamen, Vollkornprodukten oder Pflanzenélen, weit verbreitet und die quan-
titativ bedeutendere Nahrungsquelle der Européder im Vergleich zu Soja.

6. In Asien lebende Frauen erkranken seltener an hormonabhangig wachsenden
Tumoren, was mit der soja- und demzufolge phytodstrogenreichen Erndahrung
zu begriinden versucht wird. Diese Spekulation steigert das Interesse an Phy-
toostrogenen, sodass die Industrie immer mehr entsprechende Produkte anbie-
tet. Hiermit wachst aber gleichzeitig die Gefahrdung der Betroffenen.

7. Phytodstrogenhaltige Arzneimittel werden zur Therapie klimakterischer Be-
schwerden eingesetzt. Dies mag die Symptome dieser Lebensphase durchaus
lindern, entbehrt aber eindeutiger Beweise Uber ihre Wirksamkeit. Hinzu
kommt, dass auch mogliche Nebenwirkungen bisher mangelhaft bzw. gar nicht
erforscht sind.

8. Der Einfluss der Phytodstrogene auf das Endometriumkarzinom bleibt auch in
der Forschung nach wie vor unklar. Weder In-vitro- noch In-vivo-

Untersuchungen lieferten wissenschaftlich gesicherte Resultate.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

In-vitro-Versuche an Tumorzelllinien zeigten einen biphasischen Effekt, der den
Einfluss auf die Proliferation in Abhdngigkeit von der Konzentration der Phy-
todstrogene beschreibt.

Die Angaben, in welcher Konzentration Phytodstrogene proliferativ oder inhibi-
torisch wirken, divergieren deutlich. So beobachteten Autoren eine Tumorzell-
stimulation in vitro schon bei Konzentrationen von 10 nM, bei Konzentrationen
iber 100 nM eine Tumorregression. Andere Autoren hingegen konstatierten ei-
ne stimulierende Wirkung erst ab Konzentrationen zwischen 10 uM und 50 pM,
dariberhinausgehende wirkten hemmend.

Ziel der Arbeit war es, die Eigenschaften von Lignanen aus der einheimischen
Pflanze Leinsamen an hormonabhédngig wachsenden Endometriumkarzinomzell-
linien zu untersuchen.

In der HPLC-MS-Analyse des Leinsamenrohextraktes wurde ein heterogenes
Stoffgemisch aus verschiedenen Lignanen und Isoflavonen detektiert.

Der Leinsamenrohextrakt und die getesteten Lignane wirken nicht zytotoxisch.
Das Podophyllotoxin ist erwartungsgemaR zytotoxisch.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein biologisch wirksames Leinsamen-
rohextrakt hergestellt, welches abhangig von der Konzentration und dem Wirk-
mechanismus proliferationshemmende, aber auch -stimulierende Wirkung auf
Ostrogenrezeptor-positive Tumorzellen ausiiben kann.

Es zeigte sich, dass die synthetisch hergestellten Lignane eine teilweise prolife-
rationshemmende Wirkung ausiibten, aber konzentrationsabhangig auch in der
Lage waren, die Tumorzellproliferation zu férdern.

Eine Ubertragbarkeit von In-vitro-Systemen auf In-vivo-Verhiltnisse ist bei ak-
tuell gegebener Datenlage noch nicht moglich.

Die Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine Supplementierung von Phytodstroge-
nen mit Vorsicht betrachtet werden muss. Weitere Untersuchungen zu Auswir-
kungen einzelner PhytoOstrogene auf den menschlichen Organismus missen

sich notwendig anschlieRen.
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