Aus dem Zentrum fiir Innere Medizin (Lehrstuhl fiir Naturheilkunde)

Direktorin: Prof. Dr. med. habil. Karin Kraft

Funktionelle und zytotoxische Untersuchungen zur Wirkung eines
phytoestrogenhaltigen Wasserextraktes aus der Wurzel von Linum
usitatissimum auf humane estrogenrezeptorpositive, -negative

Mammakarzinomzellen (MCF-7; BT-20) und humane Hepatozyten

Inauguraldissertation
zur

Erlangung des akademischen Grades

Doktor der Medizin

der Medizinischen Fakultit

der Universitit Rostock

vorgelegt von

Marco Eczko

urn:nbn:de:gbv:28-diss2015-0063-2


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2015-0063-2

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext


Dekan: Prof. Dr.med. Emil Christian Reisinger

1. Gutachter: Frau Prof. Dr. med. habil. Karin Kraft, Universitidt Rostock, Zentrum
fiir Innere Medizin, Lehrstuhl fiir Naturheilkunde, Ernst-Heydemann-
Stra3e 6, 18057 Rostock

2. Gutachter: Herr Prof. Dr. med. habil. Volker Briese, Universitdt Rostock,
Universitétsfrauenklinik und Poliklinik, Stidring 81, 18059 Rostock

3. Gutachter: Herr Prof. Dr. rer. nat. habil. Udo Jeschke, Ludwig Maximilians
Universitdt Miinchen, Klinik und Poliklinik fiir Frauenheilkunde und

Geburtshilfe - Innenstadt, Maistral3e 11, 80337 Miinchen

Datum der Einreichung: 24.11.2014

Datum der Verteidigung: 08.04.2015



Inhaltsverzeichnis | 3

Inhaltsverzeichnis

ADDIldUNGSVEIZEICHIS «.uceeiiiiineriiiiirniicsissnniicsissnnnisssssnsnsssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 5

ADbKUTrZUNGSVErZEICHIIS...cuviirireiirireiesseicssnicsssnncssssissssnssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssasssssns 6

1. EiDICITUNG .uuueiiieriiiriiitiinitreninecnittcnsnnnessssecssssesssssesssssessssnesssssessssssssssesssssssssssssssssssssssses 8
1.1 BIUSTKIEDS ... e 8
1.2 Der EStrOeNTEZEPIOT ..ccuvvieeiiieeiiieeiieeeie ettt et ettt 15
1.3 PRytOESIIOZENE. ...c..eieiiieiiieite ettt 17
1.4 Humane HepatozZyten.........cccviieiiiiiiiieeiiieeee ettt 19
1.5 ZARISTEIIUNG ...ttt ettt en 21

2. Material und Methoden...........uiueiiueineiisneinsninsiinsnenseicssicssensssessssssssessssesssessssssssesssne 22
2.1 Chemikalien und Materialien ...........coceeveeieriiieniineeceeeeee e 22
2.2 Pflanzenmaterial ...........ocooiiiiiiiiiiiiee e 24
2.3 Herstellung der LeinwurzeleXtraktes.........cocvveeeiieriiieeiieeeeiieeiee e 24
2.4 MaSSENSPEKITOMEIIIC ......veeueieenrieiieeiieeiie et teste ettt et e seeeeteeeeae e bt e sebeeaeeeneaens 24
2.6 ZelIKulturmeditum ........cocueeiiiiiiee e 26
2.7 ZRUKUIIVICIUNG ..ottt ettt e et e s eaeebeessbeesaesnsaens 26
2.8 Ermittlung der Lebendzellzahl ..............cocoooiiiiiiiiii e, 27
2.9 IMmunhistoChemie ..........occoiiiiiiiii e 28
2.10  LDH - ZYytOtOXIZItAISIESt ...euveeeurieeieeieeriieeieesie et e siee et esveeteesareeaeessneensaesaneens 30
2.11  BrdU - ZellproliferationStest. .........ccuveriieeriiieeiiieesiieeeieeesiee e e eveeeveeeeveee e 32
2.12  Stoftbestimmungen im Zellkulturiiberstand.............cccccoeeviieiiieeiniiinniieeeeene 34
2.13  StatistiSChe AUSWETTUNZ....c.eevuiriiriiiiieiienteee ettt 35

R TR D1 1 1) 11 L] N 36
3.1 IMMmMUNhiStOChEMIE ......oviiiiiiiiiecee e 36
3.2 Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie ...........ceeveerueerieenieesveeneennenne 37
33 LDH-Z ytOtOXIZIEAISIEST ....eevvierieriieeiieiie et ecie et et e et sveesteeseaeesreeesseeaaeeaveens 39



Inhaltsverzeichnis | 4

34 BrdU-ZellproliferationStest..........c.eeeuierireriierieeiieeie et eee et e e 40
3.5 Analysen der Zellkulturiiberstande............cccocveeeiiiieriieeniieeceeeee e 42
4. DISKUSSION cecuuerieenstenistensnnisnecsnessnecsnssssnesnssssesssnssssesssnssssssssasssssssssssssssssassssassssssssssssasssaes 47
4.1 LignaneXtraktion.......c..cocviieeiieeiiie ettt e eaae e 47
4.2 Zytotoxizitit des LeinwurzeleXtraktes.........ccceevvieriiieeniieeniieciie e 48
43 Verianderung der Zellproliferation durch den Leinwurzelextrakt..................... 50
4.4 Messung im Zellkulturiberstand ...........ccccoecvveeiiieniieeciieeeeeee e 52
4.5 Verbesserungsmoglichkeiten, Limitationen, weitere Untersuchungsschritte... 55
5. ZusammeENTaSSUNQ.....ccouveriersrrnrecssssssrocsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 56
0. THESEI cceueiinecineniiecneinttineeesnecsnesssesssnssssesssnssssessssssssnsssassssessssssssesssassssassssesssnsssassssassnses 58
7. LiteraturverzeiChmiS......eiccveiiiisiinssnninisnninssnnessssnesssnesssnessssnessssscssssnesssssssssssssssssssssssns 60
SelbststindigKeitSerKIATUNG .......vvieivueicirricisnicssanisssnnesssnnesssenssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssas 70

DANKSAGUNG....cceiiiriruinsinnstensniisaensenssseessnssssesssnssssesssnssssesssassssesssnssssssssasssassssassssesssasssassssasssses 71




Abbildungsverzeichnis | 5

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Brustkrebs: Inzidenz und Mortalitdt WeltWeit ...........ccooeeviriiniininiieniecceeeeee 8
Abb. 2 Aromatase- REaAKIION .......c.eviiriiiiiiieieiieriieie ettt s 10
Abb. 3 Gesamtiiberleben in Abhdngigkeit vom Tumorsubtyp........cccceecvveevieeecieeecieeeieeee. 14
Abb. 4 Vergleich zwischen ER a und ER B....cccoiiiiiiiiiieeeeeee e 15
Abb. 5 Intrazelluldre ER-SignalWege........c.cocuiiiiiieiiiiieiiiciecie et 16
Abb. 6 Strukturformeln ausgewihlter Phytoestrogene...........cccceecueeviiiiieniienienieeieeieeee 18
Abb. 7 Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 und frische humane Hepatozyten...... 25
Abb. 8 Biirker-ZAhIKammeT ..........cociiiiiiiii e 27
ADD. 9 Prinzip des LDH-TESLES .....ccueeruiieiieriieeiieiie ettt ettt ettt ereeseve b e seaeesaeseseesseenene 31
ADbD. 10 Prinzip des BrdU-TeSteS.......cccuiiriiiiieiieeiieiie ettt 33
Abb. 11 Immunhistochemische Untersuchung der MCF-7 Zelllinie..........cccccevcvienienieennnne. 36
Abb. 12 Immunhistochemische Untersuchung der BT-20 Zelllinie ..........ccccceevveveveerneeennnenn. 37
Abb. 13 Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie............ccceeevreerienieeciienieeneesieeneennn, 38
ADD. 14 LDH-Test: EXITAKLE .....eccveriiiiiiieiiieieeie sttt sttt s 39
Abb. 15 LDH-Test: KontrollSubStanzen .............coccueeieeiiiiiiieiiieiieeie e 40
ADbD. 16 BrdU-Test: EXIIaKte .......coiouiiiiiiiiieiie ettt et 41
Abb. 17 BrdU-Test: KontrollSUDStANZEN.........cccuevieriiiieiiiiieieeieiceieeeee e 42
Abb. 18 17B-Estradiolkonzentration im Zellkulturiiberstand ..............cccevevienieniiiinienennen. 43
Abb. 19 Harnstoffkonzentration humaner Hepatozyten: Extrakte............cceeceeviiiinieniiennennne. 44
Abb. 20 Harnstoffkonzentration humaner Hepatozyten: Kontrollsubstanzen ......................... 44
Abb. 21 Albuminkonzentration humaner Hepatozyten: Extrakte.........ccccoocveevvvieviveeniieennnnn. 45

Abb. 22 Albuminkonzentration humaner Hepatozyten: Kontrollsubstanzen .......................... 46



Abkurzungsverzeichnis | 6

Abkiirzungsverzeichnis

ALAT/ GPT
ASAT/ GOT
ASR
BMI
BRCA1
BRCA2
BrdU
BT-20
DMEM
DMSO
DNA

E

EDL
EDTA
EFSA
EGFR
ENL
ER
ERE
FKS
yGT
GB

HCOs
Hep3B
HEPAC?
Hepes
HepG2
HER2
IARC
IGF-1

Alanin-Aminotransferase/ Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Aspartat-Aminotransferase/ Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
altersstandardisierte Rate

Body Mass Index

Breast Cancer 1

Breast Cancer 2

5-Brom-2-desoxyuridin

Mammakarzinomzelllinie

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure

Extinktionswert

Enterodiol

Ethylendiamintetraessigsdure

Europédische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit
Epithelial Growth Factor Receptor

Enterolacton

Estrogenrezeptor

Estrogen Response Elements

Fetales Kdlberserum

gamma-Glutamyltransferase

GroBbritannien

Stunde

Hydrogencarbonat-Ionen

Zelllinie eines hepatozelluldren Karzinoms des Menschen
Langzeitkultursystem fiir primare humane Hepatozyten
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
Zelllinie eines hepatozelluldren Karzinoms des Menschen
Human Epithelial Growth Factor Receptor 2
International Agency For Research On Cancer

Insuline Like Growth Factor 1



LDH

M

MAT
MCEF-7
MDA-MB-231
min
NaHCO;
NH,"
PBS
PKC
POD
PyFIMS
RNA
rpm

S

SD

SEC

Src
TNM
UICC

Laktatdehydrogenase

molar

Matairesinol

Mammakarzinomzelllinie
Mammakarzinomzelllinie

Minute

Natriumhydrogenkarbonat
Ammonium-Ionen

phosphatgepufferte Salzlosung
Protein-Kinase C

Peroxidase
Pyrolyse-Feldionisationsmassenspektrometrie
Ribonukleinsdure

rounds per minute

Sekunde

Standardabweichung

Secoisolariciresinol

Tyrosinkinase

Tumor, Nodes/ Lymphknoten, Metastasen

Union Internationale Contre le Cancer

Abkurzungsverzeichnis | 7



Einleitung | 8

1. Einleitung

1.1 Brustkrebs

Das Mammakarzinom ist nicht nur der hdufigste bosartige Tumor, sondern auch die hiufigste
Todesursache der Frau zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr in der westlichen Welt [1].
Auffallend dabei ist die geografische Verteilung der Inzidenzraten: Wihrend das
Mammakarzinom in den Industriestaaten sehr haufig auftritt, ist die Inzidenz in Asien und
Afrika deutlich niedriger (Abb. 1) [2]. Betrachtet man den Verlauf in den letzen 40 Jahren, ist
ein Trend deutlich erkennbar. Die Inzidenz des Mammakarzinoms in den Industrieldndern hat
sich fast verdoppelt, hingegen sinkt die Mortalitdt durch bessere Fritherkennungsmafinahmen
und neue Therapieansitze stetig. Gegensdtzlich dazu verhélt es sich in den Schwellenldndern,
hier steigt die Mortalitit durch die zunehmende Lebenserwartung der Menschen bei

eingeschriankter medizinischer Versorgung [1].

Western Europe
AustraliaMNew Zealand
Morthern Europe
Marthern America
Southern Europe

Meore developed regions
Folynesia

Micronesia

Central and Eastern Europe
South America
Caribbean

World

Southern Africa

MNarthern Africa

Western Asia
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Eastern Asia
South-Central Asia
Melanesia

Middle Africa

Eastern Africa

20 40 A0 g0 100
M Incidence
GLOBOCAN 2008 (IARC) M nortality

Abb. 1 Brustkrebs: Inzidenz und Mortalitit weltweit (altersstandardisiert pro 100.000 Einwohner pro Jahr
(ASR)) [2]
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Das Mammakarzinom betrifft nicht nur Frauen, obgleich die Inzidenz bei Ménnern im
Vergleich zu den Frauen wesentlich niedriger ist (1:100). In Bezug auf Diagnose und

Therapie bestehen zwischen beiden Geschlechtern keine Unterschiede [3].

Durch intensive Forschung wurden zahlreiche Risikofaktoren aufgedeckt, die die Entstehung
eines Mammakarzinoms begiinstigen. Dazu zéhlen neben dem weiblichen Geschlecht und den
zunehmenden Lebensalter genetische und hormonelle Risikofaktoren sowie Umwelteinfliisse

und Erndhrung.

Genetische Risikofaktoren

Der bedeutendste genetische Risikofaktor ist die Mutation im Breast Cancer 1 (BRCA 1) oder
Breast Cancer 2 Gen (BRCA 2). Etwa 5 % bis 10 % aller Brustkrebserkrankungen sind durch
genetische ~ Mutationen  bedingt [4]. Das BRCA 1- und BRCA2-Gen sind
Tumorsupressorgene, die autosomal-dominant vererbt werden. Tumorsupressorgene codieren

Proteine, die die Zellproliferation hemmen. Dazu zéhlen unter anderem:

* intrazellulire Proteine wie der pl6-cyclin kinase inhibitor, der den Ubergang einer

Zelle in die ndchste Wachstumsphase hemmt

= Hormonrezeptoren z. B. fiir den transforming growth factor B, der bei Aktivierung die

Zellproliferation hemmt
= Kontrollproteine, welche den Zellzyklus stoppen, falls die DNA beschédigt sein sollte
= Proteine, die die Apoptose induzieren
= DNA-Reparaturenzyme, z. B. BRCA 1 und BRCA 2 [5]

Die Wahrscheinlichkeit, im Laufe des Lebens an einem Mammakarzinom zu erkranken, liegt
bei 60 % fiir Tragerinnen des BRCA 1 Gens und bei 40 % fiir Trdgerinnen des BRCA 2
Gens [6,7]. Weitere genetische Faktoren mit geringerem Erkrankungsrisiko sind Mutationen

in den Genen BRIP-1, p-53, CDH 1 und viele weitere [4].
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Hormonelle Risikofaktoren

Der menschliche Korper wird durch eine Vielzahl von Hormonen gesteuert und reguliert. Im
Zusammenhang mit der Brustkrebsentstehung wird hier nur auf die Geschlechtshormone
17B-Estradiol und Progesteron eingegangen. Der Einfluss von Testosteron wird nicht

dargestellt, da es durch die Aromatase in 17B-Estradiol umgewandelt werden kann (Abb. 2).

estradiol

Abb. 2 Aromatase- Reaktion von Testosteron zu Estrogen [8]

Bei dauerhaft hohen Blutkonzentrationen von 17B-Estradiol ist das Risiko fiir die
Entwicklung von Brustkrebs erhoht, dagegen sind hohe Blutkonzentrationen von Progesteron
mit einer Risikominderung bei prdmenopausalen Frauen assoziiert [9]. Verschiedene
Lebensumstidnde fiihren zu einem erhohten Brustkrebsrisiko, wie eine frithe Menarche (<12
Jahre), Kinderlosigkeit oder Spédtschwangerschaft (>30 Jahre), Verzicht auf das Stillen und
eine spate Menopause (>55 Jahre) [10-13].

Frauen haben wihrend der Einnahme oraler Kontrazeptiva mit Estrogen-Gestagen-
Kombinationen ein erhéhtes Risiko fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms. Das relative
Risiko betriagt wahrend der Einnahme 1,24 und ist bis zu 10 Jahre nach deren Absetzen noch
leicht erhoht [14,15].

Ein weiteres Einsatzgebiet fiir Kombinationspriaparate aus Estrogenen und Gestagenen sind
klimakterische Beschwerden. In klinischen Studien und Metaanalysen ergaben sich eine
signifikante Erhohung des relativen Risikos auf 1,12 fiir die Entstehung eines

Mammakarzinoms unter Hormonersatztherapie [16,17].
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Umwelteinfliisse

Zu den exogenen Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms zdhlen

Xenoestrogene, Tabakrauch und ionisierende Strahlung.

Als Xenoestrogene werden natiirlich vorkommende oder kiinstlich hergestellte Molekiile mit
estrogen-dhnlichen Eigenschaften bezeichnet. Sie finden breite Anwendung in der
industriellen Produktion z. B. von Pestiziden, Kosmetika oder Reinigungsmitteln. Zu diesen

Verbindungen zihlen z. B. Bisphenol A, aromatische Amine und Ethylenoxid.

Bisphenol A wird zur Herstellung von Plastik verwendet und ldsst sich in PET-Flaschen,
Laptopgehdusen und Nahrungsmittelverpackungen nachweisen [18]. Im Tierexperiment
beschleunigt Bisphenol A die Entstehung und Metastasierung von Brustkrebs [19]. Die
kanadische Gesundheitsbehdrde stuft Bisphenol A als gefdhrlich ein [20]. Die Europdische
Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) sieht aktuell keine akute Gesundheitsgefahrdung
durch Bisphenol A, dennoch empfiehlt sie, die tolerierbare tigliche Aufnahmemenge von

50 pg/kg KG pro Tag auf 5 ng/kg KG pro Tag zu senken [21].

Aromatische Amine entstehen in gegrilltem und angebranntem Fleisch und beim Frittieren

von Nahrungsmitteln [22].

Ethylenoxid findet Anwendung in der Sterilisation von Medizinprodukten und ist ein
Zwischenprodukt bei der Herstellung von Ethylenglycol fiir Kiihlmittel und Frostschutzmittel.

Bei langerer Exposition ist das Risiko fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms erhdht [23].

In Zusammenhang mit den Xenoestrogenen erfahrt auch das Trinkwasser immer mehr
Beachtung. In deutschem Trinkwasser lassen sich neben den oben genannten Xenoestrogenen
17B-Estradiol und weitere Estrogene nachweisen [24]. Die Quellen dieser Belastung sind
ungeniigend aufbereitetes Wasser aus Chemiefabriken und der Mensch selbst. Sowohl Frauen
als auch Ménner scheiden téglich Estrogene mit dem Urin aus, dies wird verstérkt durch die
Einnahme oraler Kontrazeptiva oder einer Hormonersatztherapie. Mittels Kldaranlagen kdnnen
diese Stoffe bisher nicht vollstdndig aus dem Trinkwasser entfernt werden [25]. Die tdgliche
Belastung ist zwar gering, kumuliert aber im Laufe des Lebens. Im bayerischen Trinkwasser
wurden Konzentrationen von bis zu 0,3 pg/ml 17B-Estradiol gemessen. Die Wasserpolitik der
Européischen Union trigt diesem Problem Rechnung und mochte 17B-Estradiol auf die Liste
der prioritiren Stoffe setzen. Hierbei handelt es sich um Chemikalien, welche ein erhebliches

Risiko fiir aquatische Umwelt darstellen [26]. Zundchst wurde 17B-Estradiol auf die
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Beobachtungsliste aufgenommen, ab dem 14. September 2015 beginnt ein 12 monatiger

Uberwachungszeitraum, um eine anschlieBende Risikobewertung durchzufiihren [27].

Tabakrauch spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des Bronchialkarzinoms, aber
auch vieler anderer pulmonaler und extrapulmonaler Erkrankungen. Sowohl Passiv- als auch

Aktivrauchen steigern das Brustkrebsrisiko um bis zu 40 % [28].

Ein weiterer Risikofaktor ist ionisierende Strahlung. Sie kommt in der Umwelt vor, wird aber
auch zu Therapiezwecken angewandt. Frauen, deren Oberkorper hohen Dosen ionisierender
Strahlung ausgesetzt war, haben ein erhohtes relatives Risiko fiir die Entstehung von
Brustkrebs. Das Risiko steigt mit steigender Strahlendosis und bei Bestrahlungen vor dem

30. Lebensjahr [29].

Erndhrung

Von groer Bedeutung fiir die Krebsentstehung sind auch Lebensstilfaktoren, wie die

Erndhrung oder der Konsum von Genussmitteln, insbesondere Ethanol.

Die International Agency For Research On Cancer (IARC) hat Ethanol in die Gruppe 1 der
krebserregenden Stoffe fiir Brustkrebs eingestuft. Sie wumfasst Substanzen mit
wissenschaftlich belegter karzinogener Wirkung, wie z. B. auch Tabakrauch [30]. Es besteht
ein linearer Zusammenhang zwischen der téglich aufgenommenen Alkoholmenge und dem
Brustkrebsrisiko: Selbst kleine Alkoholmengen von 5 g pro Tag erhohen bereits das Risiko
um 15 % [31].

Ubergewicht (Body Mass Index (BMI) ab 25 kg/m?) ist eine enorme Belastung fiir alle
Industriestaaten. In Europa nahm z. B. der prozentuale Anteil {ibergewichtiger Frauen und
Minner an der Gesamtbevilkerung von 58,7 % im Jahr 2002 auf 62,1 % im Jahr 2010
zu [32]. Ein BMI ab 25 kg/m? ist bei postmenopausalen Frauen mit einem gesteigerten

Brustkrebsrisiko von durchschnittlich 16 % assoziiert [33].
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Tumorklassifikation

Das Mammakarzinom ist kein einheitliches Krankheitsbild, so dass unterschiedliche

Klassifikationen zur Einteilung existieren.

Die TNM-Klassifikation (T =Tumor, N = Nodes/ Lymphknoten, M = Metastasen) der
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) beschreibt die Grofe des Tumors, die

Infiltration von Lymphknoten und das Vorhandensein von Fernmetastasen [34].

Ein anderer Ansatz ist die molekulare Tumorklassifikation. Dabei erfolgt eine Einteilung
anhand der Expression des Estrogenrezeptors (ER) und des Progesteronrezeptors (PR), des
HER2-Rezeptors und des Proliferationsindexes Ki-67 in fiinf Subtypen. Der Subtyp Luminal
A exprimiert den ER und/ oder den PR, ist HER2-negativ und hat einen Ki-67 <14 %.
Luminal B-Tumoren  besitzen @ den  gleichen = Hormonrezeptorstatus  wie  die
Luminal A-Tumoren, allerdings betrdgt der Ki-67>14%. Sie werden anhand der
Uberexpression des HER2 in Luminal B1 (HER2-negativ) und Luminal B2 (HER2-positiv)
Tumoren unterschieden. Bei negativem Hormonrezeptorstatus und Uberexpression von HER2
spricht man vom HER2-positiv oder non luminal-Subtyp. Tumoren, die weder HER2 noch
Hormonrezeptoren exprimieren, werden in der Gruppe Triple negative/ Basal-like

zusammengefasst [35].

Die einzelnen Subtypen unterscheiden sich anhand ihrer Rate an Lokalrezidiven, der
Lokalisation und H&ufigkeit von Fernmetastasen und der Gesamtiiberlebenszeit des

Patienten [36].
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Zelllinien des Mammakarzinoms

Der Mammakarzinomforschung stehen fiir jeden molekularen Tumorsubtyp Zelllinien zur
Verfiigung. Hiufig verwendet werden die MCF-7 und die BT-20 Zelllinie. Die
MCF-7 Zelllinie ist dem Luminal A-Subtyp zugeordnet, dem Mammakarzinom mit der
hochsten Inzidenz und zugleich der giinstigsten Prognose. Die BT-20 Zelllinie ist dem Subtyp
Basal-like oder Triple negativ zugeordnet, dem Karzinom mit der ungiinstigsten

Prognose (Abb. 3) [37,38].

Survival for the four molecular groups
Overall

100 ‘EE

J o
Lﬂ“-—

|
3% 60 l|
2
£
0 40
2077
Statistics for overall survival 5 years: ER+RP+HER2- vs Her2: p =0.04;
ER+RP+HER2- vs Triple Negative: p < 0.001; ER+PRtHER2+ vs Triple
o Megative: p = 0.007
Molecular | | | T T | | T T |
subtypes 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ER+RPtHER2- 699 | 665 | 562 | 476 | 391 | 321 | 232 | 170 | 99 63
— ER+PR+HER2+ 93 90 76 61 52 48 40 30 17 9
— Her2 49 47 36 29 27 22 16 12 7 3
— Triple Negative 134 | 126 | 105 | 84 68 48 38 33 23 14

years following treatment

o =lwiE| S

Abb. 3 Gesamtiiberlebensrate bei Patienten mit Mammakarzinom in Abhingigkeit vom Tumorsubtyp:
Luminal A und Luminal B1 (ER+PR+Her2-), Luminal B2 (ER+PR+Her2+), Her2 positive (Her2),
Triple negativ/ Basal-like [38]
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1.2 Der Estrogenrezeptor

Der Estrogenrezeptor ist ein zytoplasmatischer Rezeptor, der durch das Hormon 173-Estradiol
aktiviert wird und zur Klasse der nukledren Steroidrezeptoren zdhlt [39]. Nach Bindung von
17B-Estradiol erfolgen die Dimerisation des ER, die Translokation in den Zellkern und die
Bindung an die DNA, d. h. die Beeinflussung der Genexpression [40]. Beim Menschen
existieren zwei Formen des ER, der ER o und B, die von unterschiedlichen Genen codiert
werden. Bei Aktivierung dimerisiert der ER zu Homodimeren (oo und Bf), bei Koexpression

beider ER-Formen in einer Zelle auch zu Heterodimeren (af) [41].

Der Aufbau beider ER ist dhnlich, sie besteht aus fiinf Doméinen A-F vom N- zum
C-terminalen Ende (Abb. 4). Die Doménen A und B befinden sich am N- terminalen Ende
und konnen sich ohne Ligandenaktivierung an die DNA anlagern und die Genexpression
beeinflussen. Diese direkte Aktivierung hat nur eine schwache Wirkung. Die C-Domine
enthélt die Bindungsstelle an die DNA, das so genannte ,,Estrogen response element (ERE).
Die D-Doméne dient als Verbindung zwischen C- und E-Domine. In der E-Doméne befindet
sich die Bindungsstelle fiir Ligand, Koaktivator und Korepressor, so dass die E-Doméne bei
gebundenen Liganden die Genexpression aktiviert. Die F-Domidne beeinflusst das
Liganden-Bindungsverhalten [42-44].  Alternatives  Splicing der RNA  ermoglicht
unterschiedliche ER-Isoformen. Bisher sind fiir den ER o drei und fiir den ER B fiinf
Isoformen bekannt. Die Isoformen des ER B kdnnen nur bei Heterodimerisierung mit dem

ER B1 die Genexpression beeinflussen [45].

AF1 bg:;g AF2 (ligand binding)
Homology: 18% 97% 30% 59% 18%
fRe_-~g= @ 2
N11 ol ! ?lsu z_ 302 ETI 5:5
ERD N = _m i1
1 144 227 255 504 530

Abb. 4 Vergleich zwischen ER o und ER B; AF1 enthdlt Doméne A und B, AF2 enthilt die E-Doméne; die
Prozentangaben geben die Homologie der beiden Rezeptoren auf Ebene der Aminoséuren an; P signalisiert
mogliche Phosphorylierungsstellen [46]
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Der ER a und B wurde in vielen Geweben des Menschen nachgewiesen. Im Gangepithel und
den Lobuli der weiblichen Mamma sind beide Rezeptoren in gleich hohen Konzentrationen
vertreten. Im Uterus dominiert der ER o, in anderen Geweben eine bestimmte Isoform.
Dariiber hinaus existieren Gewebe, in denen beide Rezeptoren exprimiert werden, aber in
unterschiedlichen Zellen. So weisen das Ovar ER a in den Theka-Zellen und ER B in den
Granulosa-Zellen, oder die Prostata ER a in Stromazellen und ER B in den Epithelzellen

auf [39].

Die ER-Effekte lassen sich in genomische und nicht-genomische unterteilen (Abb. 5). Unter
genomischen Effekten versteht man die Modifikation der Zellfunktion durch die Synthese
bestimmter Proteine. Nach Dimerisation und Anlagerung des ER an die ERE rekrutiert der
ER-DNA-Komplex weitere Proteine, die fiir die Transkription verantwortlich sind. Diese
synthetisieren mRNA als Vorlage fiir Proteine zur Beeinflussung der Zellfunktion [40].
Dieser Mechanismus ldsst sich durch die Anwesenheit von Koaktivatoren oder Korepressoren
entscheidend beeinflussen. So wirkt Tamoxifen im Brustgewebe als Antagonist am ER, aber
als Agonist im Uterus [47]. Zu den nicht-genomischen Effekten zdhlen membranstdndige ER,
die mit Tyrosin-Kinase-Rezeptoren Komplexe bilden wie z. B. dem IGF-1 oder EGFR oder
die Komplexbildung mit nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinasen wie z. B. Src [48,49].

17p-estradiol 1 TQ estradlol

/'\

EE
Yhnrmmmg}mgg.q
L/

G proteins PI3K/MAPK < GF pathway

/-/-

‘Cofactors.

! ! iEofactorl ER  gp
'|'|= TF TF TF

ERE-mediated Transcription factor Non i Ligand-indep

transcription cross talk pathways pathways

Abb. 5 Intrazelluldre ER-Signalwege: 1 ERE-abhingiger Signalweg; 2 ERE-unabhéngiger Signalweg,
3 nicht-genomischer Signalweg, 4 Ligand-unabhéngiger Signalweg [50]
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1.3 Phytoestrogene

Seit vielen Jahren ist eine reziproke Assoziation zwischen der Inzidenz des Mammakarzinoms
und dem Verzehr phytoestrogenhaltiger Nahrungsmittel bekannt. So ist in Japan die
Mammakarzinominzidenz sehr niedrig (51,5 ASR [51]), gleichzeitig sind Phytoestrogene ein
zentraler Nahrungsbestandteil (25-50 mg Isoflavone/Tag [52]). Im Vergleich dazu ist die
Inzidenz in Deutschland (91,6 ASR [51]) und anderen europdischen Lindern hoch, und
Phytoestrogene spielen nur eine untergeordnete Rolle in der Erndhrung (~1 mg
Isoflavone/Tag [53]). Eine aktuelle Studie an deutschen Frauen nach dem Klimakterium
ergab, dass Frauen, die Sojabohnen, Sonnenblumen- und Kiirbiskerne verzehren, ein
signifikant niedrigeres Risiko fiir die Brustkrebsentstehung haben [53]. Retrospektiv lief3 sich
zeigen, dass Japanerinnen, die in die USA immigrieren und sich dem Lebensstil und der
Erndhrung anpassten, in den nachfolgenden Generationen die gleiche Inzidenz fiir
Mammakarzinome aufweisen wie die amerikanische Gesamtbevolkerung [54]. Dies ldsst den
Riickschluss zu, dass Lebensstil und Erndhrung entscheidende Einflussfaktoren bei der

Mammakarzinomentstehung sind.

Phytoestrogene sind sekundire Pflanzeninhaltsstoffe mit struktureller Ahnlichkeit zu
Estrogenen (Abb. 6). Sie zdhlen zu den Xenoestrogenen und wirken teils agonistisch, teils
antagonistisch am ER. Dabei ist die Affinitdt von Enterodiol (END) und Enterolacton (ENL)
zum ER B zwei bis drei Mal hoher als die zum ER o. Bei anderen Phytoestrogenen wie z. B.
Genistein ist der Affinitdtsunterschied zu Gunsten des ER  noch stirker ausgeprigt [55].
Zwar ist die Aktivitit am ER um zwei bis drei Zehnerpotenzen geringer als die von 17f-
Estradiol, aber ihre Konzentration im Blut ist bis zu 100 mal hoher als die der endogenen
Estrogene [56,57]. Die Phytoestrogene wirken als selektive ER-Modulatoren im menschlichen
Korper. Nach Bindung an den ER kommt es zur Konformationsédnderung und anschliefenden
Rekrutierung von Koaktivatoren oder Korepressoren. Die Kofaktoren unterscheiden sich je
nach Geweben und Zellorganell [58]. Die Wirkung als Agonist oder Antagonist wird durch
die jeweiligen Kofaktoren bestimmt und die hohere Affinitdt der Phytoestrogene zum

ER B [59].

Die Gruppe der Isoflavone und Lignane stehen zurzeit im Mittelpunkt der Forschung. Dartiber
hinaus gibt es noch weitere Gruppen wie die Coumestane und Stilbene, diese spielen aber als
Nahrungsinhaltsstoffe der europdischen Bevolkerung nur eine untergeordnete Rolle [60]. Da
die Lignane fiir die nachstehende Arbeit von besonderer Bedeutung sind, werden sie

ausfiihrlicher vorgestellt.
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Abb. 6 Strukturformeln ausgewahlter Lignane, Isoflavone und Sdugerlignane, zum Vergleich 17-Estradiol und
Tamoxifen [61] (Abbildung: M. Eczko)

Lignane sind Bestandteile der pflanzlichen Zellwand und vor allem im Pflanzensamen
enthalten [62]. Leinsamen stellt die reichhaltigste bekannte Quelle der Lignane dar. Andere
Lebensmittel wie Sesamkerne, Kiirbiskerne, Griinkohl, Brokkoli, Aprikosen, Erdbeeren und
Schwarztee enthalten ebenfalls hohe Mengen an Lignanen und spielen in der tédglichen
Erndhrung eine groere Rolle als der Leinsamen [63,64]. Isoflavone kommen in
verschiedenen Pflanzen vor, besonders hohe Mengen sind in Sojabohnen enthalten [65]. Der
Phytoestrogengehalt in Pflanzen bzw. Nahrungsmitteln schwankt je nach Wachstumsort,
Erntezeit, Wachstumsbedingungen, Verarbeitung und Zubereitung [66,67]. Nicht nur der
Gehalt, sondern auch die Wirkung der Phytoestrogene im Korper unterscheiden sich je nach
dem verwendeten Extraktionsverfahren fiir das Ausgangsmaterial. So fiihren unterschiedliche
Extraktionsverfahren zu unterschiedlichen Inhaltsstoffen und damit zu unterschiedlichen

Wirkungen im menschlichen Korper [68].

Der Metabolismus der Lignane soll mittels der Vertreter Secoisolariciresinol (SEC) und
Matairesinol (MAT) besprochen werden, die in der Nahrung meist an Zuckermolekiile
gebunden sind. Die Nahrung wird im Magen und Diinndarm in die einzelnen Bestandteile
aufgespalten, und die menschliche Dickdarmflora iiberfiihrt SEC und MAT in die
Saugerlignane END und ENL. END kann weiter in ENL umgewandelt werden. Die
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Ausscheidung von ENL im Urin kann somit als Marker fiir die Phytoestrogenaufnahme mit
der Nahrung verwendet werden [63]. Dieser Metabolismus unterliegt gro3en individuellen
Schwankungen aufgrund einer unterschiedlich ausgeprigten Kolonmikrobiotika und
genetischen Polymorphismen verschiedener Enzyme. Die Bioverfligbarkeit sinkt bei einer

oralen Therapie mit Antibiotika bzw. einer langsamen Darmpassage [69,70].

1.4 Humane Hepatozyten

Die Leber ist das zentrale Stoffwechselorgan im menschlichen Korper [71]. Sie sammelt das
Blut aller unpaarigen Bauchorgane und damit aller Stoffe, die liber den Darm resorbiert

werden [72].

Die vom Darm resorbierten Aminosduren gelangen in die Leber und werden dort zur
Biosynthese von Plasmaproteinen wie Albumin oder lebereigenen Enzymen verwendet.
Albumin ist fiir die Aufrechterhaltung eines konstanten Plasmavolumens und den Transport
wasserunldslicher Substanzen wie Fettsduren, Pharmaka oder Hormone verantwortlich. Der
verbliebene Teil der Aminosiuren wird nach Abspaltung von Ammonium-Ionen (NH;") der
Atmungskette oder der Glukoneogenese zugefiihrt. NH,  wirken in Konzentrationen ab
80 umol/l toxisch auf den menschlichen Korper. Aus NH," und
Hydrogencarbonat-lonen (HCOj5) synthetisiert die menschliche Leber Harnstoff. Leberzellen
sind die einzigen Zellen im menschlichen Korper, die alle Enzyme der Harnstoffsynthese
exprimieren. Die Harnstoffsynthese iibernimmt eine Entgiftungsfunktion und reguliert den

Saure-Basen-Haushalt durch die Elimination von HCOj". [73]

Die Leber als zentrales Stoffwechselorgan spielt eine entscheidende Rolle in der Forschung
zum Medikamentenmetabolismus und zur -toxizitit. Tamoxifen, als selektiver
Estrogenrezeptormodulator ~ kann  zur  Therapie = des = Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinoms eingesetzt werden, als Nebenwirkung kann es zu einer Erhéhung der

Leberenzyme und zur nicht-alkoholischen Steatosis hepatis fiithren [74].

Bei der Entwicklung oraler Chemotherapeutika muss deshalb auch immer eine mogliche

Leberzellschadigung mit untersucht werden. Dafiir stehen folgende Modelle zur Verfiigung:
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. Frithere Ergebnisse stiitzen sich auf in-vivo Tiermodelle, insbesondere an Ratten oder
Mausen, allerdings sind Ergebnisse aus Tierversuchen nicht ohne weiteres auf den
Menschen iibertragbar [75]. Die isoliert perfundierte Rattenleber ist ein geeignetes
Mittel zur Untersuchung von Lebermetabolismus, Haimodynamik, Pharmakokinetik
und Gallesekretion, da die strukturelle und funktionelle Leberarchitektur erhalten

bleibt [76].

. Etablierte sind auch standardisierte Leberschnitte von 100 pm bis 250 um Dicke zur
Untersuchung des Metabolismus und der Toxizitdit von Medikamenten und zur
Erforschung von Pathomechanismen von Leber-spezifischer Erkrankungen. Sie lassen
sich sowohl aus tierischen als auch aus menschlichen Spendern gewinnen, z. B. aus
Operationsprdparaten bei Leberteilresektionen oder aus Teilen von nicht

transplantierbaren Spenderlebern [77].

In dieser Arbeit wurden primdre humane Hepatozyten verwendet, da sie das
in-vitro Modell mit den meisten Ubereinstimmungen zur menschlichen Leber
darstellen [78]. Die Nachteile dieser Methode liegen in der schwierigen technischen
Aufarbeitung, der kurzen Lebensdauer und der Qualitit der Zellen, die entscheidend
von der Vorbehandlung der Priparate und dem Lebensstili des Spenders

abhingen [79].

. Eine Alternative zu primdren humanen Hepatozyten sind isolierte Zelllinien aus
menschlichen Lebertumoren, wie die HepG2-, die Hep3B- oder die HepaRG-Zelllinie.
Diese Zellen sind ausreichend verfligbar, technisch leicht zu handhaben und haben
einen hohen Proliferationsindex. In diesen Punkten sind sie den primdren humanen
Hepatozyten iiberlegen, allerdings ist ihre Expression der Cytochrom P450-Enzyme

und damit auch ihre metabolische Aktivitit viel niedriger [80].

. Die  Leber enthdlt auch  nicht-parenchymatdse  Zellen  wie  die
Ito-Zellen (Fettspeicherzellen) oder die Kupffer-Zellen (Teil des mononukledren
Phagozytosesystems). Zum besseren Verstindnis von Interaktionen der verschiedenen
Zelltypen wurden Kokultursysteme aus Hepatozyten und den obengenannten
Makrophagen entwickelt. Sie sollen Aufschluss iiber interzelluldre Signalwege dieser
Zellen geben und ihre Rolle in der Regulation der Hepatozytenfunktion und
-regeneration aufzeigen. Diese Kokulturen ermdglichen auch Untersuchungen zur

Akute-Phase-Reaktion und des septischen Leberschadens [81].
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1.5 Zielstellung

Das Mammakarzinom ist das hédufigste Karzinom und die hiufigste Todesursache der Frau
zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr in der westlichen Welt. Bei steigender Inzidenz, vor
allem in den Entwicklungsldndern, besteht nach wie vor Forschungsbedarf bei Pravention und
vor allem bei der Therapie. Eine mogliche Therapieoption stellen die Phytoestrogene dar.
Untersuchungen an heimischen Pflanzen zeigten, dass die Wurzel der Leinpflanze besonders
reich an Phytoestrogenen ist. Die antikanzerogene Wirkung eines alkoholischen Extraktes aus
der Leinwurzel konnte in-vitro bereits demonstriert werden. Da in diesem Extrakt nur einen
Teil der Inhaltsstoffe der Leinwurzel enthalten ist, miissen auch Extrakte mit anderen

Losungsmitteln untersucht werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu priifen, ob ein wissriger Extrakt der Leinwurzel
zytotoxisch und antiproliferativ auf Mammakarzinomzellen wirkt, ohne dabei hepatotoxisch

Zu sein.
Folgende Untersuchungsschritte sind dafiir notig:

1. Der wissrige Leinwurzelextrakt wird hinsichtlich seines Spektrums an Inhaltsstoffen

untersucht.

2. Die Zytotoxizitit und Beeinflussung der Proliferation durch den wissrigen
Leinwurzelextrakt werden am Modell von ER-positiven und ER-negativen

Mammakarzinomzellen untersucht.

3. Untersuchungen zur Toxizitdt an primdren humanen Hepatozyten sollen Aufschluss
iiber eine mogliche Hepatotoxizitit des Extraktes geben. Diese Nebenwirkung ist fiir

viele Substanzen wie z. B. Tamoxifen bekannt.

4. Der Hepatozytenstoffwechsel soll unter den Einfluss des  wéssrigen
Leinwurzelextraktes anhand der Stoffwechselprodukte Harnstoff und Albumin

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Materialen aufgelistet und die Methoden kurz

erldutert.

2.1 Chemikalien und Materialien

Extraktherstellung | Material
e Faltentrichter Machery-Nagel, Durchmesser 185 mm, Typ 615:
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
e Vakuumrotationsverdampfer: Heidolph VV2011, Deutschland
e Exsikkator: Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland
Extraktanalyse Massenspektrometer
e Thermo Finnigan MAT95 Hochleistungs-Massenspektrometer:
Thermo Finnigan MAT GmbH, Bremen, Deutschland
e Hochtemperatur-Probenschubstange: IGT Instrumente- und Geréte-
Technik GmbH, Miinchen, Deutschland
Zellkultivierung Zelllinien

e MCF-7: DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

e BT-20: DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland

e frische humane Hepatozyten: Primacyt Cell Culture Technology
GmbH, Deutschland

Chemikalien

e DMEM: Sigma-Aldrich-Chemie, Deisenhofen, Deutschland

e Fetales Kilberserum: Biochrom AG, Berlin

e Amphotericin B, 250pug/ml: PAA Laboratories GmbH, Deutschland

e Penicillin/Streptomycin: PAA Laboratories GmbH, Deutschland

e PBS (phoshatgepufferte NaCl-Losung, salzfrei, pH 7,4): Invitrogen,
England

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

e Trypanblau (0,4 %): PAA Laboratories GmbH, Deutschland
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Material

Sterilbox: Heraeus Instruments GmbH, Hanau

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

Zentrifuge: Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
Brutschrank (37 °C, 5 % CO,): Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Kiihltruhe (-80 °C): Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Zytotoxizitdt und

Zellproliferation

Detection- Kits

Cytotoxicity Detection-Kit (LDH) Version 06 (2011): Roche,
Mannheim

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric): Roche, Mannheim

Chemikalien

Tamoxifen: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
17B-Estradiol: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
Triton X-100: Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland
H,SO4, 30 % rein: Carl Roth GmbH & Co, Deutschland
HCI, 32 % reinst: Carl Roth GmbH & Co, Deutschland

Immunhistochemie

Antikdrper

Estrogenrezeptor o, Monoclonal Mouse Anti-Human, Clone: 1D5:
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Estrogenrezeptor 3, Monoclonal Mouse Anti-Estrogen Receptor B1,
Clone: PPG5/10, (1:10 mit PBS verdiinnt): AbD Serotec
MorphoSys AbD GmbH, Diisseldorf

Progesteronrezeptor, Monoclonal Mouse Anti-Human, PgR 636:
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Chemikalien

ImmPRESS™ Universal Reagent, Anti-Mouse/Rabbit Ig
Peroxidase: Vector Laboratories, Inc., USA

LinRed ICH: LINARIS Biologische Produkte GmbH, Wertheim,
Deutschland

Formafix, 4 % (gew.), gepuffert (pH 7,0): Grimm med. Recycling
GmbH, Torgelow, Deutschland

H,0,: Merck AG, Darmstadt, Deutschland
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2.2 Pflanzenmaterial

Der gemeine Lein (Linum usitatissimum, Sorte Barbara) bildete das Ausgangsmaterial fiir die
Extraktherstellung. Nach der Aussaat im Mai 2008 wuchs die Pflanze im Auflenbereich auf
dem Gelénde des Institutes fiir Biowissenschaften der Universitit Rostock bis zur Ernte nach
der Bliite im August 2008. Im Anschluss an die Ernte wurde die Wurzel von den {ibrigen

Pflanzenteilen getrennt, gereinigt und bei -80 °C tiefgefroren gelagert.

2.3 Herstellung der Leinwurzelextraktes

Die Herstellung des Leinwurzelextraktes erfolgte mit einem an die Zubereitung von Tees aus
Arzneipflanzen angelehnten Verfahren. Deshalb wurde Leitungswasser als Losungsmittel

verwendet.

Im ersten Schritt wurde 16 g der gefrorenen Leinwurzel in fliissigem Stickstoff gemorsert.
Das entstandene Pulver wurde in ein Gefdl mit 200 ml Leitungswasser iiberfiihrt und mit
Siedesteinen 15 min lang gekocht. Das Dekokt wurde anschlieBend zweimal filtriert

(Porendurchmesser 12 um) und der Filterriickstand verworfen.

Zur Herstellung einer Stammldsung mit definierter Konzentration wurde das Gewicht des
gewonnenen Extraktes bestimmt. Dies geschah in zwei Schritten: Zunidchst wurde die
Suspension am Vakuumrotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt, danach die Restfliissigkeit
durch eine 24-stiindige Lagerung im Exsikkator entfernt. Nach der Massebestimmung
erfolgten die Resuspension in Aqua bidest. zur Stammldsung von 0,1 g/ml und die

lichtgeschiitzte Lagerung bei -80 °C in Aliquots.

2.4 Massenspektrometrie

Fir die quantitative und qualitative Analyse des wissrigen Leinwurzelextraktes und des
Pulvers aus der rohen Leinwurzel wurde die Pyrolyse-Feldionisationsmassenspektrometrie
(PyFIMS) verwendet. Das Prinzip beinhaltet die Pyrolyse des Extraktes, die Feldionisation
der Spaltprodukte und deren anschlieBende Detektion im Massenspektrometer. Die
Massenspektrometrie wurde am Institut fiir Bodenkunde der Fakultit fiir Agrar- und
Umweltwissenschaften der Universitdt Rostock durchgefiihrt. Die Daten wurden mir

freundlicherweise zur Verfligung gestellt.



Material und Methoden | 25

Bei der Pyrolyse wurde die Probe im Quarztiegel unter Ausschluss von Sauerstoff erhitzt.
Dabei zerfielen die Extraktbestandteile in kleinere Spaltprodukte und traten in den
gasformigen Aggregatzustand iiber. Die entstandenen Spaltprodukte wurden direkt der
Feldionisation zugefiihrt. Bei der Feldionisation, einem schonenden Ionisierungsverfahren,
wurde den Molekiilen durch Anlage eines hohen elektrischen Feldes (> 10® V¥cm™) je ein
Elektron entzogen. Im Massenspektrometer erfolgte die Trennung nach dem
Ladung/Masse-Verhiltnis, dies erlaubte bei bekannter Ladung die Berechnung der Masse. Die
Heizrate betrug 10 K je Scan, bei einer Scangeschwindigkeit von circa 20 s ergab sich eine

Heizrate von 30 K/min. Das angelegte Potential in der lonenquelle betrug 13,5 kV.

2.5 Zelllinien

Die Wirkungen des wissrigen Leinwurzelextraktes wurde an drei Zelllinien untersucht, den

Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 und an frischen humanen Hepatozyten.

Die Mammakarzinomzelllinien stammen aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (Abteilung menschliche und tierische Zellkulturen: Braunschweig,
Deutschland). Die MCF-7 Zelllinie wurde 1970 aus dem Pleuraerguss einer 69-jdhrigen
kaukasischen Frau mit metastasiertem Mammakarzinom isoliert. Die Zellen exprimieren die
ER o und B und den PR [82]. Die BT-20 Zelllinie wurde 1958 aus dem Mammakarzinom
einer 74-jahrigen Kaukasierin isoliert. Die BT-20 Zellen exprimieren keinen
Estrogenrezeptor, allerdings besitzen sie eine Estrogenrezeptor-mRNA mit einer Deletion des

Exons 5 [83].

Mammakarzinomzelllinie: Mammakarzinomzelllinie: frische humane Hepatozyten
MCEF-7 BT-20

Abb. 7 Kultivierte Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 und frische humane Hepatozyten;
VergroBerung: 20x
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Die frischen humanen Hepatozyten stammen von der Firma Primacyt (Schwerin,

Deutschland) und wurden aus Operationspriparaten gewonnen.

2.6 Zellkulturmedium

Als Zellkulturmedium diente Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), es wurde
durch das Losen von 26,89 ¢ DMEM, 5,2 g Hepes und 6 g NaHCO;3 in 21 Aqua dest.
hergestellt. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und das Medium anschlieend steril
filtriert. Die folgenden Zusétze verbesserten das Wachstum der Zellkulturen: 10,0 % fetales
Kilberserum (FKS), 1,0 % Penicillin/Streptomycin (zur Hemmung des Bakterienwachstums)

und 0,5 % Amphotericin B (zur Verhinderung eines Pilzbefalls).

2.7 Zellkultivierung

Die verwendeten Zelllinien waren bei -185°C in DMSO kryokonserviert. Nach dem
Auftauen erfolgte die Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen und die Zugabe
von 10 ml DMEM. Die Suspension wurde fiir 5 min bei 1000 rpm ohne Bremsvorgang
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Sediment, d.h. die Tumorzellen, wurde in

5 ml DMEM resuspendiert und in einer Zellkulturflasche mit 25 cm? Oberfldche ausgesit.

Die Zellkultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, in Wasserdampf-
gesittigter Atmosphére. Die Gewihrleistung des Gasaustausches geschah durch einen Filter

im Deckel der Zellkulturflaschen.

Dreimal wochentlich wurde das Zellkulturmedium gewechselt. Ab einer Konfluenz von 60
bis 80 % wurden die Zellen in die nédchstgroBere oder zwei gleich grofle Zellkulturflaschen
passagiert. Dafiir wurde das verbrauchte Medium entfernt und die Flasche einmal mit PBS
gesplilt. AnschlieBend erfolgten die Zugabe von 5 bis 10 ml Trypsin-EDTA, je nach
Flaschengrofe, und die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C fiir 5 bis 10 min. Nach dem
vollstandigen Losen der Zellen vom Flaschenboden und dem Stoppen der Reaktion durch die
Zugabe von DMEM wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Rdohrchen {tiberfiithrt. Der
Uberstand wurde nach 5 miniitiger Zentrifugation bei 1000 rpm ohne Bremsvorgang
verworfen. Das Sediment wurde in 5 ml DMEM resuspendiert und in eine neue
Zellkulturflasche ausgesit. Die Lagerung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,.

Zur Anwendung kamen Zellkulturflaschen mit den Oberflachen 25 cm?, 75 cm? und 150 cm?.
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2.8 Ermittlung der Lebendzellzahl

Prinzip

Um die Versuche standardisiert und reproduzierbar durchzufithren, wurden in einer
Versuchsreihe als Ansatz stets konstante Zellkonzentrationen verwendet. Die verwendeten
Zellkonzentrationen wurden durch Vorversuche optimiert und betrugen fiir die
Immunhistochemie 1,25 x 10° Zellen/ml, fiir den LDH-Zytotoxizitatstest 2,5 x 10° Zellen/ml
und fiir den BrdU-Zellproliferationstest 5 x 10° Zellen/ml.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mit Hilfe der Biirker-Zdhlkammer (Abb. 8).
Eine Biirker-Zéhlkammer besteht aus neun GroBBquadraten auf jeder Seite, die wiederum aus
16 Gruppenquadraten bestehen. Die verdiinnte Zellsuspension wurde mit Trypanblau versetzt
und auf beide Seiten der Biirker-Zdhlkammer aufgetragen. Trypanblau ist ein anionischer
Farbstoff, der an intrazelluldre Proteine bindet. Es penetriert nur bei einem Defekt der
Zellmembran in das Zytosol und erlaubt damit die Differenzierung zwischen avitalen,
lichtmikroskopisch blauen Zellen von vitalen, lichtmikroskopisch farblosen Zellen. Zur
Bestimmung der Lebendzellzahl/ml wurden die vitalen Zellen gezédhlt und das Ergebnis in die

weiter unten stehende Formel eingesetzt.

[
"D

L
=
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Abb. 8 Biirker-Zahlkammer [84]
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Durchfiihrung

Schritt 1 360 ul DMEM mit 20 pl Zellsuspension und 20 pl Trypanblau versetzen
Schritt 2 10 pl der Losung auf jede Seite der Biirker-Zahlkammer auftragen

Schritt 3 Auszéhlung der vitalen, farblosen Zellen in 2 GroBquadraten der Biirker-

Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop bei 40-facher Vergroflerung
Schritt 4 Ergebnis in die Formel (Lebendzellzahl) einsetzen

Formel: Lebendzellzahl [ml~1] = vitale Zellen x 10>

2.9 Immunhistochemie

Prinzip

In der Immunhistochemie werden Molekiile durch eine Antikorper-gekoppelte Farbreaktion
sichtbar nachgewiesen. Dariiber hinaus erlaubt die Immunhistochemie eine
Lokalisationsbestimmung des nachgewiesenen Antigens. Diese Methode diente der
Untersuchung der Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 auf die Expression der ER «

und P und des PR.

Der Nachweis erfolgte iiber die indirekte Methode: Zunéchst band ein primérer Antikdrper an
das nachzuweisende Antigen, anschliefend ein biotinylierter sekundédrer Antikorper an den
primdren Antikorper. Dann lagerte sich ein Enzymkomplex, bestehend aus Avidin, Biotin und
Meerrettich-Peroxidase, an den biotinylierten sekundidren Antikorper an. Das so entstandene
Substrat-H,0,-Gemisch reagierte nach Zugabe von LinRed IHC zu einem roten Farbstoff. Die

Reaktion wurde durch die Zugabe von Leitungswasser gestoppt.

Vor der Zugabe des primdren Antikdrpers wurde durch Inkubation mit H,O, die endogene
Peroxidaseaktivitit gehemmt. Die Inkubation mit Pferdeserum verhinderte eine unspezifische

Bindung des Enzymkomplexes.



Durchfiihrung

Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Schritt 4

Schritt 5

Schritt 6

Schritt 7

Schritt 8

Schritt 9

Schritt 10

Schritt 11

Schritt 12

Schritt 13

Schritt 14
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Zellkultivierung: 300 ul/Well Zellsuspension (mit DMEM 10 % FKS) in
24-Well-Platte und Inkubation fiir 48 h bei 37 °C, 5 % CO,

Waschen: Medium absaugen und 3-mal mit je 1 ml PBS/Well waschen

Zellfixation: 20 min Inkubation mit 1 ml/Well Formafix 4% bei

Raumtemperatur
Waschen: wie oben

Peroxidasehemmung: 30 min Inkubation mit 1 ml/Well H,O, 0,3 % bei

Raumtemperatur im Dunkeln
Waschen: wie oben
Inkubation mit 3 Tropfen/Well Pferdeserum fiir 30 min bei Raumtemperatur

Serum entfernen, 100 pul/Well primédren Antikorper hinzufiigen, Inkubation flir
24 h im Kiihlschrank

Waschen: wie oben

3 Tropfen/Well sekundidren Antikorper zugeben, Inkubation fiir 30 min bei

Raumtemperatur
Waschen: wie oben

200 pl/Well LinRed THC zugeben, Inkubation fiir 10 min bei Raumtemperatur

im Dunkeln
Abstoppen der Farbreaktion mit 1 ml H,O/Well

Mikroskopie und Bilddokumentation (Abb. 11 und Abb. 12)
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2.10 LDH - Zytotoxizitatstest

Prinzip

Der Laktatdehydrogenase-Test (LDH-Test) ist ein in-vitro angewendeter kolorimetrischer
Immunoassay zur quantitativen Bestimmung der Zellzytotoxizitit, basierend auf der

Bestimmung der LDH-Aktivitét.

Die LDH ist ein essentieller Bestandteil des Intermediérstoffwechsels. Sie ist in jedem
Gewebe des menschlichen Korpers und auch in den Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und
BT-20 und den humanen Hepatozyten exprimiert. Bei einer Schédigung der Zellen durch
zytotoxische Substanzen wird die Zellmembran angegriffen und dadurch die
Schrankenfunktion gestort. Zellinhalt, z. B. die LDH, kann in den Extrazellularraum

entweichen.

Das LDH-Reagenz enthilt folgende Substanzen im Uberschuss: Laktat, NAD', den
Katalysator Diaphorase und das gelbe Tetrazolium-Salz
INT (2-[4-Iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazoliumchlorid). Die in den
Extrazellularraum entwichene LDH oxidierte Laktat aus dem LDH-Reagenz zu Pyruvat, dabei
wurde das Koenzym NAD' zu NADH/H" reduziert. NADH/H" diente als Koenzym fiir die
katalytische Reaktion von INT zu dem roten Formazan-Salz (Abb. 9). Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte durch die Zugabe von 1 M HCIl. Der niedrige pH-Wert fiihrte zur
Denaturierung der LDH und damit zum Sistieren ihrer Aktivitit. Die Menge an gebildetem
Formazan war direkt proportional zur LDH-Aktivitdt und damit zur Anzahl geschidigter
Zellen und wurde photometrisch durch Absorption am ELISA-Reader bestimmt. Jeder

Versuchsansatz wurde als Vierfachbestimmung durchgefiihrt.

Der Kontrollansatz bestand aus Triton X-100 (1 % im Zellkulturmedium). Es fiihrte zu einer
kompletten Zelllyse und damit zur kompletten Substratumsetzung (Positivkontrolle). Fiir die
Negativkontrolle wurden die Zellen nur mit Zellkulturmedium behandelt. Um die
LDH-Aktivitdt des verwendeten Mediums zu erfassen, wurde ein Ansatz mit zellfreiem
Medium mitgefiihrt (Leerwert). Dariiber hinaus wurde 17B-Estradiol in den Konzentrationen
10 mol/l und 10" mol/l als zellstimulierender Faktor mitgefiihrt sowie Tamoxifen in einer
Konzentration von 10” mol/l als selektiver ER-Antagonist. Die prozentuale Zytotoxizitit

berechnete sich nach der weiter unten stehenden Formel.
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Abb. 9 Prinzip des LDH-Testes [85] (Abbildung: M. Eczko)

Durchfiihrung

Schritt 1 Zellkultivierung: 1000 ul/Well Zellsuspension (mit DMEM 10 % FKS) in
24-Well-Platte, Inkubation fiir 24 h bei 37 °C, 5 % CO,

Schritt 2 Mediumwechsel: 990 pl/Well DMEM 1% FKS/ Human Hepatocyte
Maintenance Medium und 10 ul/Well Extrakt bzw. Kontrollsubstanzen,
Inkubation fiir 24 h bei 37 °C, 5 % CO,

Schritt 3 4 x 100 pl/Well in eine neue 96-Well-Platte pipettieren

Schritt 4 100 pl/Well LDH-Reagenz zugeben, 5 bis 15 min Inkubation im Dunkeln bei

Raumtemperatur

Schritt 5 Abstoppen der Reaktion mit 50 pul/Well 1 M HCI
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Schritt 6 Messung am ELISA-Reader bei 490 nm (Referenzwellenldnge 620 nm)
Schritt 7 Extinktionswerte (E) in Formel (Zytotoxizitét) einsetzen

Formel:

E(Probe)—E(Negativkontrolle)
E(Positivkontrolle)-E(Negativkontrolle)

Zytotoxizitat[%] = [ — E(Leerwert)] x 100

2.11 BrdU - Zellproliferationstest

Prinzip

Der BrdU-Test ist ein in-vitro angewendeter kolorimetrischer Immunoassay zur quantitativen
Bestimmung  der  Zellproliferation. = Er  basiert auf dem  Einbau  von

5-Bromo-2-desoxyuridin (BrdU) wéhrend der DNA-Synthese.

Nach der Zellkultivierung erfolgte die Zugabe von BrdU in das Zellkulturmedium. In der
darauf folgenden Inkubationszeit wurde das Pyrimidinanalogon BrdU wihrend der
Replikation anstelle von Thymidin kompetitiv in die DNA eingebaut (Abb. 10). Danach
erfolgten die Fixation und Denaturierung der Zellen. Der Anti-BrdU Antikorper war mit einer
Peroxidase (POD) konjugiert und band nach Zugabe an BrdU. Als Substrat fand
Tetramethylbenzidin Anwendung, das durch die POD in einen blauen Farbstoff iiberfiihrt
wurde. Das Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsdure fiihrte zur Bildung eines stabilen
gelben Farbstoffs. Dessen Absorption wurde am ELISA-Reader ermittelt und korreliert mit
der Menge an neu synthetisierter DNA. Die Kontrollen bestanden aus einem Leerwert, einer
Negativkontrolle und einer Hintergrundkontrolle. Der Leerwert war ein zellfreier
Versuchsansatz. Die Negativkontrolle stand fiir eine ungehinderte Zellproliferation, da sie
weder Extrakt noch Kontrollsubstanz enthielt. Die Hintergrundkontrolle war ein MaB fiir die
unspezifische Bindung vom Anti-BrdU-POD-AK an die DNA in Abwesenheit von BrdU und
sollte eine Extinktionswert von 0,1 nicht {iberschreiten, um eine ausreichende Genauigkeit der
Methode zu gewihrleisten. Fiir die beiden Tumorzelllinien wurde jeder Versuchsansatz als

Vierfachbestimmung durchgefiihrt.

Der BrdU-Test wurde mit den frischen humanen Hepatozyten aufgrund ihrer geringen

Proliferationsrate nicht durchgefiihrt [86].



Material und Methoden | 33

O O

Br

8¢ |
N O O
HO 0 HO o
kompetitiver
OH Q@V OH
BrdU Desoxythymidin

DNA- Polymerase

Abb. 10 kompetitiver Einbau von BrdU in die DNA; G Guanin; C Cytosin; T Thymin; A Adenin (Abbildung:
M. Eczko)

Durchfiihrung

Schritt 1 Zellkultivierung: 100 ul/Well Zellsuspension (mit DMEM 5% FKS,
hormonfrei) in 96-Well-Platte, Inkubation bei 37 °C, 5 % CO,

Schritt 2 Extrakt- und Kontrollzugabe: 1 ul/Well Extrakt bzw. Kontrollen zugeben,
Inkubation fiir 24 h bei 37 °C, 5 % CO,

Schritt 3 Markierung mit BrdU: 10 pl/Well BrdU Losung zugeben (nicht bei der
Hintergrundkontrolle), Inkubation fiir 3 h bei 37 °C, 5 % CO,

Schritt 4 Inkubation mit FixDenat-Losung: Medium entfernen, 200 pl/Well FixDenat-
Losung zugeben, Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur, FixDenat-Losung

entfernen

Schritt 5 Inkubation mit Anti-BrdU-POD AK: 100 pl/Well Anti-BrdU-POD-AK-Losung
zugeben, Inkubation fiir 60 min bei Raumtemperatur, Anti-BrdU-POD-AK-

Losung entfernen

Schritt 6 Waschung: 3x Waschen mit Waschpuffer (PBS : Aqua dest., 1:10)
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Schritt 7 Substratreaktion: 100 ul/Well Substratlosung zugeben, Inkubation fiir 10 bis

20 min bei Raumtemperatur
Schritt 8 Abstoppreaktion: 25 pl/Well 1 M H,SO4 zugeben

Schritt 9 Messung am ELISA-Reader bei 450 nm (Referenzwellenldnge 620 nm)

Schritt 10 Extinktionswerte in Formel (Zellproliferation) einsetzen
. . . or] — E(Probe) _
Formel: Zellproliferation[%] = [E Negativkontrolls) E(Leerwert)] x 100

2.12 Stoffbestimmungen im Zellkulturiiberstand

Im Zellkulturiiberstand der Mammakarzinomzellen wurden die Konzentrationen von
17B-Estradiol und Progesteron bestimmt. Nach 24-stiindiger Kontrollen- bzw.
Extraktinkubation wurden 500 pl Medium zur Hormonbestimmung aliquotiert und fiir 15 min
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Tube iiberfiihrt und
tiefgefroren an Primacyt Cell Culture Technology GmbH versandt. Im Zellkulturiiberstand
der Hepatozyten wurden Harnstoff und Albumin bestimmt. Die Gewinnung der Proben
erfolgte nach 24-, 48- und 72-stiindiger Kontrollen- bzw. Extraktinkubation. Der Versand der

Proben erfolgte in gleicher Weise.

Die 17B-Estradiol- und Progesteronkonzentrationen wurden bei Primacyt mittels
Chemielumineszenz-Mikropartikelimmunoassay bestimmt, die Harnstoffkonzentration mit
der Urease/Glutamatdehydrogenase-Methode und die Albuminkonzentrationen durch ein

ELISA.

Die Referenzbereiche betrugen fiir 17B-Estradiol 7,6 -42,6 pg/ml, fiir Progesteron
0,20 - 3,37 ng/ml.
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2.13 Statistische Auswertung

Der LDH-Test und der BrdU-Test wurden jeweils vier Mal mit jeweiliger
Vierfachbestimmung durchgefiihrt und die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.
Mit den kostenintensiven frischen humanen Hepatozyten fand nur ein Versuchsansatz mit

Vierfachbestimmung statt.

Zum Vergleich der Statistik wurde der Student’s t-test fiir unabhidngige Stichproben
durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

Die grafische Darstellung der Messdaten erfolgte mit Microsoft Excel 2007 und die
statistischen Berechnungen mit IBM SPSS Statistics 20.
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3. Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie

Die Charakterisierung der MCF-7 und BT-20 Zelllinien beziiglich der Expression des ER «
und  und des PR erfolgte mittels Immunhistochemie. Diese Rezeptoren gehoren zur Klasse
der Steroidhormonrezeptoren und sind zytoplasmatisch lokalisiert, eine Rotfirbung des
Zytoplasmas ist als positiver Rezeptornachweis zu werten. Eine mitgefiihrte Negativkontrolle
(Ansatz ohne Zugabe des primdren Antikorpers) diente der Differenzierung zwischen

positivem Rezeptornachweis und Triibung des Mediums durch abgelagertes Farbpigment.

Bei der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 konnten sowohl die ER o und B als auch der PR
nachgewiesen werden (Abb. 11). Bei der Mammakarzinomzelllinie BT-20 konnten diese

Rezeptoren nicht nachgewiesen werden (Abb. 12).

MCE-7 Zelllinie

L S f&. ] i Sl
MCF-7: Estrogenrezeptora

A % T

MCEF-7: Progesteronrezeptor MCF-7: Negativkontrolle

Abb. 11 Immunhistochemische Untersuchung auf Expression des ER o, ER  und des PR fiir die MCF-7
Zelllinie: Rotfirbung entspricht Expression, Rezeptoren mit Pfeilen markiert



Ergebnisse | 37

BT-20 Zelllinie

BT-20: Estrogenrezeptor o BT-20: Estrogenrezeptor 3

BT-20: Progesteronrezeptor BT-20: Negativkontrolle

Abb. 12 Immunhistochemische Untersuchung auf Expression des ER a, ER B und des PR fiir die BT-20
Zelllinie: Rotfarbung entspricht Expression

3.2 Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie

Die  Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie ~ gibt ~ Aufschluss  tber  die
Zusammensetzung eines Stoffgemisches, z. B. eines Extraktes, durch die Erfassung der
enthaltenen unterschiedlichen Stoffklassen. Jedoch sind exakte Angaben {iber einzelne
Inhaltsstoffe nicht moglich. Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen des
Pulvers der rohen Leinwurzel aus dem Jahre 2008 und des daraus gewonnenen waissrigen
Extraktes sind in Abb. 13 als prozentuale Massenanteile dargestellt. Es wurden jeweils drei

Proben analysiert.

Bei der Analyse wurde zwischen den folgenden Stoffklassen unterschieden: Kohlenhydrate,
Monolignole, Lignindimere, Alkane, Alkene, Aldehyde, Alkohole, Fettsduren, n-Alkylester,
Wachse und Fette, N-haltige Verbindungen, isoprenoide Verbindungen, Peptide und freie
Aminoséduren, niedermolekulare Verbindungen mit Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) von 15
bis 56, Lignane, Flavone, Isoflavone, sonstige Polyphenole und sonstige Verbindungen. Die
rohe Leinwurzel und der daraus gewonnene wéssrigen Extrakt wurden beziiglich dieser
Stoffklassen verglichen. Beim wissrigen Extrakt ergab sich eine deutliche Zunahme der
Fraktionen der Alkane, Alkene, Aldehyde, Alkohole, Fettsduren, n-Alkylester, Wachse und

Fette, isoprenoiden Verbindungen und sonstigen Polyphenole im Vergleich zur nativen
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Leinwurzel. Die Fraktion der Lignane und der sonstigen Phenole nahm deutlich zu. Der

prozentuale Massenanteil fast aller anderen Fraktionen nahm durch die Extraktion ab.

Pyrolyse- Feldionisations- Massenspektrometrie

Leinwurzel

Leinwurzelextrakt

0 20 40 60 80 100
B Kohlenhydrate

B Monolignole
B Lignindimere
B Alkane, Alkene, Aldehyde, Alkohole, Fettsduren, n-Alkylester, Wachse, Fette
B N-haltige Verbindungen
® [soprenoide Verbindungen (Sterole, Terpene, Carotinoide)
B Peptide und freie Aminosduren
® niedermolekulare Verbindungen m/z 15 bis 56
Lignane
H Flavone
¥ [soflavone
sonstige Polyphenole (Suberin, Cutin, Stilbene, Tannine etc.)
sonstiges

Abb. 13 Pyrolyse-Feldionisations-Massenspektrometrie: Prozentuale Verteilung der unterschiedlichen
Stoffklassen in der nativen Leinwurzel und eines wissrigen Leinwurzelextraktes; Mittelwerte (n=3)

So nahm durch die Extraktion die Fraktion der Isoflavone von 0,6 % auf 0,3 % ab,
gleichzeitig reicherte sich die Fraktion der Lignane von 1,5 % in der Wurzel auf 2,4 % im
Extrakt an. Die wissrige Extraktion der Leinwurzel ist somit zur Anreicherung von Lignanen
geeignet. Der Extrakt war jedoch keine homogene Fliissigkeit, sondern bestand aus gelosten
und suspendierten Pflanzenbestandteilen. Das Vorhandensein ungelGster Pflanzenstoffe

erklart den Nachweis wasserunldslicher Stoffe bei der PyFIMS, wie z. B. Wachse und Fette.

Die Stoffgruppe der Stilbene gehdrt auch zu den Phytoestrogenen. Sie lieB3 sich durch das
verwendete Analyseverfahren nicht isoliert darstellen und wurde in der Fraktion der sonstigen

Polyphenole zusammengefasst.
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3.3 LDH-Zytotoxizitatstest

Die Untersuchung zur Zytotoxizitdt des Leinwurzelextraktes erfolgte mit dem LDH-Test. Die
Kontrollen bestanden aus 17p-Estradiol in den Konzentrationen 10° und 107! mol/l als
zellstimulierender Faktor und Tamoxifen in der Konzentration 10 mol/l als selektiver
ER-Antagonisten. Die Ergebnisse des LDH-Testes mit dem Leinwurzelextrakt sind in der

Abb. 14 dargestellt, die Ergebnisse mit 17p3-Estradiol und Tamoxifen in Abb. 15.

Der Leinwurzelextrakt zeigte in den Konzentrationen von 1000 pg/ml und 500 pg/ml einen
signifikanten leicht zytotoxischen Effekt auf die MCF-7 Zelllinie. Alle anderen verwendeten

Konzentrationen hatten keine zytotoxische Wirkung.

LDH - Zytotoxizititstest B MCF-7
BT-20
B Hepatozyten
100
— 80
2
E 60
S *
»
S 40 X I
=
5 %
£ 20
% [ i = * % :
P
0 T = -_;l_. EX: L
-20
1000 500 250 100 75 50 10 1 0,1
Extrakte [pg/ml]

Abb. 14 LDH-Test bei der MCF-7 und BT-20 Zelllinie und bei humanen Hepatozyten: Relative Zytotoxizitdt des
Leinwurzelextraktes in verschiedenen Konzentrationen zur Positivkontrolle (1 % Triton X-100); Mittelwerte +
SD (n=4), fiir Hepatozyten Einzelwerte; * Signifikanzniveau p < 0,05

Bei der BT-20 Zelllinie und den humanen Hepatozyten wurden fiir keine der verwendeten
Extraktkonzentrationen ein zytotoxischer Effekt nachgewiesen. Die gemessenen Einzelwerte
schwanken um = 10 % um den Null-Wert. Fiir die Hepatozyten erbrachte der Versuch
negative Werte, d.h. dass ohne Extrakt mehr Zellen abstarben als mit dem Extrakt, hierbei

handelt es sich jedoch um Einzelwerte.
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Die Kontrollsubstanzen hatten auf alle drei Zelllinien die gleiche Wirkung (Abb. 15).

17B-Estradiol wirkte nicht zytotoxisch, Tamoxifen dagegen stark zytotoxisch.

LDH - Zytotoxizititstest ®MCF-7
BT-20
B Hepatozyten
*
100 *
<
= 80
:<§
‘R
260
s
2
& 40
5]
- 20
= 1
E * 1
0 i e — HEN
17B-Estradiol 10~ 17B-Estradiol 107"  Tamoxifen 107*
Kontrollen [mol/1]

Abb. 15 LDH-Test bei der MCF-7 und BT-20 Zelllinie und bei humanen Hepatozyten: Relative Zytotoxizitit der
Kontrollsubstanzen zur Positivkontrolle (1 % Triton X-100); Mittelwerte + SD (n=4); fiir Hepatozyten
Einzelwerte; * Signifikanzniveau p < 0,05

3.4 BrdU-Zellproliferationstest

Mit dem BrdU-Test sollte das Proliferationsverhalten der Mammakarzinomzellen MCF-7 und
BT-20 in Abhingigkeit von den zugegebenen Substanzen gepriift werden. Die
Negativkontrolle diente als Referenzwert (100 % Zellproliferation). Kontrollsubstanzen waren
17B-Estradiol in den Konzentrationen 10® und 107" mol/l als zellstimulierender Faktor und
Tamoxifen in der Konzentration 10* mol/l als selektiver ER-Antagonist. Der BrdU-Test
wurde nicht bei den humanen Hepatozyten durchgefiihrt, da deren Proliferationsrate sehr

niedrig ist. Die Ergebnisse sind in den Abb. 16 und Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 16 BrdU-Test bei der MCF-7 und BT-20 Zelllinie: Relative Zellproliferation in Abhingigkeit des
Leinwurzelextraktes in verschiedenen Konzentrationen zur Negativkontrolle (DMEM, 5 % FKS); Mittelwerte +
SD (n=4); * Signifikanzniveau p < 0,05

Die Exposition gegeniiber dem wissrigen Leinwurzelextrakt in den Konzentrationen
1000 pg/ml und 500 pg/ml hatte einen deutlichen und signifikanten antiproliferativen Effekt
auf die MCF-7 Zelllinie. In den Konzentrationen 75 pg/ml, 50 pg/ml und 0,1 pg/ml ergab
sich eine nur leichte, aber signifikante antiproliferative Wirkung. Alle anderen

Extraktkonzentrationen beeinflussten die Zellproliferation der MCF-7 Zelllinie nicht.

Bei der BT-20 Zelllinie zeigte keine der verwendeten Leinwurzelkonzentrationen einen

signifikanten antiproliferativen Effekt.

Beide Mammakarzinomzelllinien reagierten in gleicher Weise auf die Anwendung der
Kontrollsubstanzen (Abb. 17): Beide Konzentrationen von 17-Estradiol beeinflussten das

Zellwachstum nicht, Tamoxifen wirkte sehr stark antiproliferativ.
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Abb. 17 BrdU-Test bei der MCF-7 und BT-20 Zelllinie: Relative Zellproliferation in Abhéngigkeit der
Kontrollsubstanzen zur Negativkontrolle (DMEM, 5 % FKS); Mittelwerte + SD (n=4); * Signifikanzniveau
p <0,05

3.5 Analysen der Zellkulturiiberstinde

MCF-7 und BT-20 Zelllinien

Von den Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 wurden nach 24-stiindiger Inkubation
mit dem wassrigen Leinwurzelextrakt 500 pl des Zellkulturiiberstandes entnommen und sein

Gehalt an 17B-Estradiol und Progesteron analysiert.

Die Progesteronkonzentration war in allen Analysen etwa gleich hoch und befand sich mit
Werten kleiner als 0,1 ng/ml an der unteren Nachweisgrenze der Analysemethode und weit
unterhalb des Referenzbereiches von 0,20 — 3,37 ng/ml. Deshalb wurde sie nicht grafisch
dargestellt.

Die 17B-Estradiolkonzentration fiir beide Zelllinien zeigt Abb. 18. Alle Ergebnisse sind nach
Abzug des Leerwertes (DMEM mit 5 % hormonfreiem FKS) dargestellt, der ca. 30 pg/ml
betrug.
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Abb. 18 17B-Estradiolkonzentration im Zellkulturiiberstand nach 24-stiindiger Inkubation mit dem
Leinwurzelextrakt in verschiedenen Konzentrationen bzw. den Kontrollsubstanzen 173-Estradiol (E) und
Tamoxifen (T) fiir die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20; Mittelwerte (n=2); * Ausreifler

Die Konzentrationsverldufe zeigten fiir beide Zelllinien einen &hnlichen Verlauf, bei
Extraktkonzentrationen von 1000 pg/ml und 500 pg/ml lieBen sich  erhohte
17B-Estradiolkonzentrationen nachweisen. Bei allen anderen Extraktkonzentrationen und
Kontrollsubstanzen lagen die Werte um 0 pg/ml. Eine Ausnahme bildeten die MCF-7 Zellen
unter Tamoxifenbehandlung, hier wurden die hochsten Werte fiir 17B-Estradiol in der
Versuchsreihe gemessen. Die Referenzbereiche der Messmethode lagen fiir Progesteron bei

0,20 — 3,37 ng/ml und fiir 17B-Estradiol bei 7,6 — 42,6 pg/ml.

Humane Hepatozyten

Die Harnstoffkonzentrationen im Medium wurden nach 24-, 48- und 72-stiindiger Inkubation

mit dem wissrigen Leinwurzelextrakt bzw. den Kontrollsubstanzen bestimmt.

Der Zellkulturansatz mit Hepatozyten und Medium ohne Zugabe weiterer Substanzen diente
als Negativkontrolle (100 % Syntheseleistung). Wie Abb. 19 zeigt, kann ein leichter
inhibitorischer Einfluss ab einer Extraktkonzentration von 75 pg/ml auf die Syntheseleistung
nicht ausgeschlossen werden. Unter Inkubation mit 1000 ug/ml kommt es nach 48 h zu einem

starken Anstieg der Harnstoffsynthese, die danach wieder auf das Ausgangsniveau fillt.
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Harnstoffkonzentration im Zellkulturiiberstand humaner
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Abb. 19 Relative Harnstoffkonzentration im Zellkulturiiberstand humaner Hepatozyten in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit mit dem wéssrigen Leinwurzelextrakt in verschiedenen Konzentrationen zur Negativkontrolle
(Hepatozyten nur mit Medium 2 100 %); Einzelwerte

Die Wirkung der Kontrollsubstanzen auf die humanen Hepatozyten ist in Abb. 20 dargestellt.
Die Harnstoffsynthese wurde durch die Zugabe von 17B-Estradiol nicht beeintrachtigt,
dagegen hemmt Tamoxifen und Triton X-100 die Syntheseleistung mit zunehmender

Inkubationszeit, wobei Triton X-100 einen starkeren Effekt hat.
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Abb. 20 Relative Harnstoffkonzentration im Zellkulturiiberstand humaner Hepatozyten in Abhidngigkeit von der
Inkubationszeit mit den Kontrollsubstanzen 17p-Estradiol, Tamoxifen, Triton X-100 zur Negativkontrolle
(Hepatozyten nur mit Medium £ 100 %); Einzelwerte
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Die Albuminkonzentration wurde nach 24-, 48- und 72-stiindiger Inkubation mit dem

wissrigen Leinwurzelextrakt bzw. den Kontrollsubstanzen bestimmt.

Unter Einwirkung des Leinwurzelextraktes zeigten die Hepatozyten bei allen
Extraktkonzentrationen eine dhnliche Dynamik: Nach 24 h war die Albuminkonzentration im
Uberstand, als Hinweis auf die Syntheseleistung, unverindert oder leicht gestiegen (bis max.
144 %), auBer bei einer Konzentration von 1000 pg/ml. Sie fiel nach 48 h Einwirkzeit ab und
stieg nach 72 h wieder auf das Ausgangsniveau an (Abb. 21).
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Abb. 21 Relative Albuminkonzentration im Zellkulturiiberstand humaner Hepatozyten in Abhingigkeit von der
Inkubationszeit mit dem wissrigen Leinwurzelextrakt in verschiedenen Konzentrationen zur Negativkontrolle
(Hepatozyten nur mit Medium £ 100 %); Einzelwerte
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Die Wirkungsdynamik von 17B-Estradiol war dhnlich wie die der Extrakte, d.h. die
Albuminkonzentration stieg nach 24 h Inkubation, fiel nach 48 h ab und stieg nach 72 h
wieder auf das Ausgangsniveau an. Tamoxifen und Triton X-100 fiihrten zu einer kompletten

Hemmung der Albuminsynthese relativ zur Negativkontrolle (Abb. 22).
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Abb. 22 Relative Albuminkonzentration im Zellkulturiiberstand humaner Hepatozyten in Abhingigkeit von der
Inkubationszeit mit den Kontrollsubstanzen 17p-Estradiol, Tamoxifen, Triton X-100 zur Negativkontrolle
(Hepatozyten nur mit Medium 2 100 %); Einzelwerte
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4. Diskussion

Viele Pflanzen und Pflanzenbestandteile wurden in den letzten Jahren intensiv auf ihren
Phytoestrogengehalt und Einfluss auf verschiedene Krankheiten, insbesondere auch Tumoren
untersucht. So ist ein regelméBiger Konsum von Produkten aus Sojabohnen mit einem
niedrigeren Lungenkrebsrisiko assoziiert [87]. In anderen Studien wurden Risikoreduktionen
fiir Prostatakrebs beim Mainnern und Brustkrebs und postmenopausale Osteoporose bei
Frauen beschrieben [88-90]. Neben der Sojabohne stehen Leinsamen, Kiirbiskerne und
Rotklee im Fokus der Forschung. Sojabohnen sind besonders reich an Isoflavonen, Leinsamen
besonders reich an Lignanen. Auch fiir Leinsamen wurden positive Einfliisse auf viele
Erkrankungen beschrieben, wie z.B. das Metabolische Syndrom oder die koronare
Herzkrankheit [91,92]. In der Wurzel des Leins wurden ebenfalls Lignane gefunden, dieser

Pflanzenbestandteil wurde bisher aber therapeutisch nicht genutzt.

Ziel dieser Arbeit war, zu priifen, ob der wiassrige Extrakt der Leinwurzel ein Potenzial zur

adjuvanten Therapie des Mammakarzinoms haben konnte.

4.1 Lignanextraktion

In Leinsamenextrakten kann die Lignanfraktion je nach Extraktionsverfahren auf 0,8 % bis
7 % angereichert werden [93]. Die vorliegende Arbeit nutzt jedoch die Wurzel des Leins
(Linum usitatissimum, Sorte Babara) als Ausgangsstoff. Die massenspektrometrischen
Analysen der Blaitter, Stingel und Wurzel der Leinpflanze zeigten, dass die Wurzel
hinsichtlich des Lignangehaltes die reichhaltigste Quelle ist [94]. Bislang wurde die
Extraktion nach Luyengi et al (1996) durchgefiihrt, welche Methanol als Losungsmittel nutzt.
Damit lieB sich die Lignanfraktion im Wurzelextrakt von 1,5 % (nativ) auf Werte zwischen

1,9 % und 3,0 % anreichern [95,96].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte wissrige Extraktion wurde in unserer Arbeitsgruppe
entwickelt und ist in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. Durch dieses Verfahren
konnte der Lignangehalt von 1,5 % (nativ) auf 2,4 % (im Extrakt) gesteigert werden, es ist
diesbeziiglich dem Extraktionsverfahren nach Luyengi et al. (1996) etwa gleichwertig.
1000 pg/ml wissriger Leinwurzelextrakt enthélt ca. 24 pg/ml Lignane.
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Der Wirkstoff eines Phytopharmakons ist der Extrakt in seiner Gesamtheit, da
unterschiedliche  Extraktionsverfahren flihren zu unterschiedlichen Spektren von
Inhaltsstoffen und damit zu unterschiedlichen Wirkstoffen [68]. Auch Wachstumsort,
Erntezeit, Wachstumsbedingungen, Verarbeitung und Zubereitung beeinflussen die
Zusammensetzung der Inhaltsstoffe [66]. Im wéssrigen Extrakt liegen ganz iiberwiegend
hydrophile Inhaltsstoffe und kaum lipophile Inhaltsstoffe vor, bei der methanolischen
Extraktion nach Luyengi et al. (1996) werden auch lipophile Stoffe geldst. Dem entsprechend
konnen unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich Zytotoxizitdt und Proliferationshemmung

vermutet werden.

4.2 Zytotoxizitit des Leinwurzelextraktes

MCF-7 und BT-20 Zelllinie

Die zytotoxische Wirkung eines nach Luyengi et al. (1996) hergestellten Leinwurzelextraktes
auf Tumorzelllinien wurde bereits mehrfach nachgewiesen [94,96,97]. In zwei
Untersuchungen wurde eine zytotoxische Wirkung auf die MCF-7 und die BT-20 Zelllinie
gezeigt [94,97], in einer weiteren wurde ein zytotoxischer Effekt nur bei der MCF-7 Zelllinie
nachgewiesen [96]. Eine Ursache fiir die unterschiedlichen Ergebnisse kann Ethanol (96 %)
darstellen, das zum Herstellen der Stammlosung im Anschluss an die methanolische
Extraktion nach Luyengi et al (1996) verwendet wurde [98]. Bereits eine 24-stiindige
Inkubation mit 8 mmol/l Ethanol Ildsst 50 % einer HepG2 Zellkultur absterben,
Konzentrationen von 0,15 mmol/l bis 0,7 mmol/l reduzieren die Zellproliferation auf die
Hilfte [99]. Bei Rattenhepatozyten stellt sich die zytotoxische und antiproliferative Wirkung
erst bei hoheren Ethanolkonzentrationen ein [99]. In Konzentrationen von < 50 mmol/l wird
in Hep2G Zellen die Apoptose induziert, in hdheren Konzentrationen fiihrt er zur
Nekrose [100]. Der Unterschied in der Wirkung der Extrakte kann aber auch den
unterschiedlichen Witterungsbedingungen geschuldet sein. Fiir Rotkleeextrakt ist dieser
Effekt bereits bekannt [101]. Auch die native Leinwurzel aus dem Jahr 2004 hat einen um
25 % hoheren Lignangehalt als die in der aktuellen Arbeit verwendete aus dem Jahr
2008 [94]. Aber auch andere Inhaltsstoffe kdnnen beziiglich ihres Gehaltes witterungsbedingt

abweichen.

Das in dieser Arbeit genutzte Extraktionsverfahren wurde 2009 erstmals angewendet. Der

damalige wéssrige Leinwurzelextrakt wirkte weder auf die MCF-7 noch auf die BT-20
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Zelllinie zytotoxisch [102]. In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen eine zytotoxische
Wirkung des Leinwurzelextraktes auf die MCF-7 Zelllinie, nicht aber auf die BT-20 Zelllinie
nachgewiesen. Dies legt einen ER-abhdngigen Wirkmechanismus nahe. Der Effekt ist mit ca.
30 % in den hohen Konzentrationsstufen von 1000 pg/ml und 500 pg/ml im Vergleich zum

methanolischen Leinwurzelextrakt mit 30 % - 80 % allerdings geringer ausgeprégt.

Die Wirkung der Kontrollsubstanzen in dieser Arbeit stimmte mit der in der Literatur
beschriebenen {iiberein. 17B-Estradiol wirkt bei beiden Zelllinien nicht zytotoxisch,
Tamoxifen zeigt einen starken zytotoxischen Effekt bei den Zelllinien, dieser
hormonunabhingige zytotoxische Effekt wurde 2004 bereits beschrieben [103,104]. Er ldsst
sich mit den multiplen Wirkungsmechanismen von Tamoxifen erkldren: In-vitro wirkt
Tamoxifen in niedriger Dosierung als Agonist, in hoher Dosierung jedoch als Antagonist am
ER und damit antiproliferativ auf MCF-7 Zellen [105]. Dariliber hinaus wirkt es noch als
Antagonist der Protein Kinase C, interagiert mit dem Transforming Growth-Factor 3 und

aktiviert die Caspase-3 [106].

Humane Hepatozyten

In einigen Publikationen wurde die Wirkung einer mit Leinsamen angereicherten Erndhrung
auf die Leber dokumentiert. Leinsamen wirkte in Tierexperimenten hepatoprotektiv. Es wurde
ein lipophiler Extrakt aus Leinsamen hergestellt und Ratten drei Tage lang intragastral
(1,6 g/lkg Korpergewicht) verabreicht. Am vierten Tag erfolgte die intraperitoneale Injektion
von Tetrachlormethan. Die Kontrollgruppe zeigte eine ausgeprigte Lebernekrose von 27,6 %,
wihrend in der Leindlextrakt-Gruppe die Nekrose mit 6,4 % deutlich weniger ausgedehnt
war [107]. In einer weiteren Arbeit mit diesem Modell stieg die ALAT als Zeichen der
Leberschiadigung in der Kontrollgruppe stark an. Bei den mit Leindlextrakt vorbehandelten
Ratten war der Anstieg 1,2 - 3,7-fach geringer. Bei den méinnlichen Tieren war der Effekt
stirker ausgeprdgt als bei den weiblichen. Die Aktivitit der yGT stieg in der
Leinodlextrakt-Gruppe an; dies wurde als Hinweis auf eine protektive Wirkung gewertet [108].
Nahrung, die 10 % Leinsamenextrakt enthilt (ein Teil gemorserte Leinsamen mit neun Teilen
reguldrer Rattennahrung), wirkt nicht toxisch und hat keine Auswirkungen auf Wachstum,
Entwicklung und Verhalten von Ratten in den ersten 86 Tagen nach Fiitterungsbeginn.

Lediglich die Aktivitdt der yGT im Blut der mit leinsamenhaltiger Kost gefiitterten Ratten war
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im Vergleich zur Kontrolle bei den ménnlichen Ratten 4-fach und bei den Weiblichen 1,4-

fach erhoht [109,110].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein wéssriger Extrakt aus der
Leinwurzel auch in hoheren Konzentrationen keine toxische Wirkung auf humane
Hepatozyten hat. Dies ist ein erster Hinweis darauf, dass auch in-vivo die Toxizitdt allenfalls

gering sein diirfte.

Als Kontrollsubstanzen wurden Tamoxifen und 17B-Estradiol verwendet. Die zytotoxische
Wirkung von Tamoxifen auf humane Hepatozyten wurde kiirzlich beschrieben, sie beruht auf
oxidativen Stress [111]. Dariiber hinaus wirkt Tamoxifen in-vivo genotoxisch und fiihrt bei
Ratten zur Entstehung von Leberzellkarzinomen. Auf Zellen eines hepatozelluldren
Karzinoms wirkt es ebenfalls zytotoxisch [112,113]. Im Gegensatz dazu konnte fiir 17f-
Estradiol gezeigt werden, dass es z. B. bei HepG2 Zellen die zytotoxische Wirkung von

hydrophoben Gallenséduren in-vitro abschwécht und damit zytoprotektiv wirken kann [114].

In dieser Arbeit hatte Tamoxifen eine starke zytotoxische Wirkung auf humane Hepatozyten.
Fiir 17p-Estradiol konnte in einer Konzentration von 10" mol/l weder ein zytotoxischer noch
ein -protektiver Effekt nachgewiesen werden. Die Kontrollsubstanzen wirkten damit

vergleichbar auf die humanen Hepatozyten und die Mammakarzinomzellen.

4.3 Verinderung der Zellproliferation durch den Leinwurzelextrakt

Zu Leinsamen, nicht zu Leinwurzelextrakt wurden mehrere in-vivo Studien durchgefiihrt.
Im Jahr 2007 wurde die Wirkung von Tamoxifen bzw. Leinsamen beim MCF-7
Mammakarzinom der ovarektomierten Nacktmaus (BALB/c nu/nu athymische Maus) in
Gegenwart hoher Estrogen-Plasma-Spiegel untersucht, die durch subkutane Implantation von
17B-Estradiol erreicht wurden. Frisch gemorserter Leinsamen wurde fiir acht Wochen zu 5 %
oder 10 % dem Futter zugesetzt und u. a. Tumorgrof3e, Tumorgewicht, Zellproliferations- und
Apoptoserate der MCF-7 Zellen analysiert. Das Futter mit 10 % Leinsamen erzielte
vergleichbare Ergebnisse wie die alleinige Behandlung mit Tamoxifen: Es halbierte das
Tumorvolumen und erhdhte die Apoptoserate der Zellen um 50 %. Die Kombination aus 5 %
Leinsamen im Futter und Tamoxifen konnte diesen antikanzerogenen Effekt noch
steigern [115]. Bei  ovarektomierten = athymischen = Maiusen = mit  niedrigem
Estrogen-Plasma-Spiegel beschleunigte Tamoxifen das Zellwachstum und hemmte die

Apoptose des MCF-7 Mammakarzinoms im Vergleich zu unbehandelten ovarektomierten
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Nacktmiusen (Negativkontrolle). Die Fiitterung mit Leinsamen bewirkte vergleichbare
Ergebnisse wie bei der Negativkontrolle und konnte in der Kombination mit Tamoxifen
dessen prokarzinogenen Effekt um die Hilfte reduzieren [116]. Power et al. untersuchten die
Wirkung einer mit Sojaproteinen oder Leinsamen angereicherten Nahrung auf das
Zellwachstum des MCF-7 Mammakarzinoms in ovarektomierten Nacktmdusen. Bei
kurzzeitiger Deprivation von Estrogen bewirkten weder Leinsamen noch Sojaproteine eine
Zunahme der Zellproliferationsrate. Nach einer Deprivationszeit von 25 Wochen stieg die
Proliferationsrate im Vergleich zur Negativkontrolle unter Nahrungsergdnzung mit

Sojaprotein an, jedoch nicht unter der mit Leinsamen angereicherten Nahrung [117].

Andere Arbeitsgruppen erhielten in in-vitro Untersuchungen vergleichbare Ergebnisse. So
zeigten Lee et al., dass ein lyophilisierter, gemorserter und in Ethanol aufgenommener Extrakt
aus Leinsamensprossen die Zellproliferation hemmt und die Apoptoserate erhoht. Der Effekt
war bei der ER-negativen Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 stirker ausgeprégt als bei
der MCF-7 Zelllinie [118]. Ein methanolischer Extrakt der Leinwurzel hemmte die
Zellproliferation sowohl der ER-positiven MCF-7 Zelllinie als auch der ER-negativen BT-20
Zelllinie in den Konzentrationen 100 pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml [95]. Die Wirkung
auf ER-negative Zellen kann der, bereits weiter oben angefiihrten, Verwendung von Ethanol

als Losungsmittel fiir den Trockenextrakt geschuldet sein.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete wissrige Leinwurzelextrakt zeigte ebenfalls eine
signifikante antiproliferative Wirkung auf die MCF-7 Zellen in den Konzentrationen von
500 pg/ml und 1000 pg/ml. Das Wachstum der BT-20 Zelllinie wurde dagegen nicht
beeintrachtigt. Da der Extrakt sowohl zytotoxisch als auch antiproliferativ auf die
ER-positiven Tumorzellen wirkte ohne die Proliferationsrate der ER-negativen Tumorzellen
zu verdndern ist anzunehmen, dass die Wirkung {iber ER-abhdngige Mechanismen vermittelt

wird.

Der proliferationssteigernde und prokarzinogene Effekt von iiber einen ldngeren Zeitraum
erhohten 17f-Estradiolkonzentrationen im Serum auf Brustkrebszellen der Frau wurde
klinisch bereits in den 90er Jahren nachgewiesen [119,120]. In-vitro Studien zeigen
gleichermallen diesen Zusammenhang fiir die MCF-7 Zellen nach sechstigiger Inkubation mit
17B-Estradiolkonzentrationen von 102 mol/l bis 10™® mol/l [121]. Im Gegensatz dazu wurde
in anderen Arbeitsgruppen die Proliferation durch 178-Estradiol in den Konzentrationen von
10" mol/l und 10" mol/l nicht gesteigert [122]. Diese Ergebnisse deuten auf einen
langfristigen Effekt von 17B-Estradiol hin, der erst nach mehrtdgiger Inkubation zu
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beobachten ist. Auch in den hier durchgefiihrten Versuchen hat 17B-Estradiol in den
Konzentrationen von 10° mol/l und 10"''mol/l nach 24-stindiger Inkubation keine

proliferationssteigernde Wirkung auf MCF-7 und BT-20 Zellen.

4.4 Messung im Zellkulturiiberstand

BT-20 und MCF-7 Zelllinie

Gesundes Brustdriisengewebe und einige Tumorzellen besitzen die Enzymausstattung, z. B.
die Aromatase, um aus Vorldufermolekiilen 17B-Estradiol zu synthetisieren [123]. In der
Literatur gibt es Hinweise auf eine lokale 17B-Estradiolproduktion im
Brustkrebsgewebe [124], fiir die MCF-7 und BT-20 Zellen konnte dieser Effekt allerdings

noch nicht nachgewiesen werden.

Die aktuelle Analyse der Zellkulturiiberstinde zeigte bei den BT-20 Zellen, dass nach
24-stiindiger Inkubation mit 17B-Estradiol oder den niedrigeren Extraktkonzentrationen nur
sehr niedrige Konzentrationen von 17B-Estradiol nachweisbar waren (Abb. 18). Bei den
Extraktkonzentrationen 500 pg/ml und 1000 pg/ml ergaben sich jedoch nach Abzug des
Leerwertes Konzentrationen von 12,4 pg/ml und 34,5 pg/ml 17B-Estradiol. Da der Extrakt bei
den BT-20 Zellen, bei diesen Konzentrationen, nicht zytotoxisch wirkt handelte es sich
offenbar um einen unspezifischen Effekt: Einige Inhaltsstoffe des Leinwurzelextraktes
scheinen falsch positive Ergebnisse hervor zu rufen. Vor allem die Lignane konnten auf
Grund ihrer Strukturdhnlichkeit mit 17p-Estradiol dafiir verantwortlich sein. Die mangelnde
Spezifitit des Messverfahrens zeigte sich auch darin, dass 17B-Estradiol in Hohe von circa
30 pg/ml im Leerwert (Medium mit hormonfreiem FKS) nachgewiesen wurde. Auch der
wassrige Leinwurzelextrakt ist nicht frei von 17B-Estradiol, da das Dekokt mit
Leitungswasser hergestellt wurde. Im Ablauf deutscher Kldranlagen wurden bis zu 21 pg/ml
17B-Estradiol gemessen, davon gelangen bis zu 0,3 pg/ml in das Trinkwasser und damit auch
in den aktuellen Extrakt[125]. Anfanglich befanden sich im Dekokt mit 200 ml
Leitungswasser 60 pg 17B-Estradiol. Nach Herstellung der Stammlosung gelangten bei der
hochsten Extraktkonzentration von 1000 pg/ml die vernachldssigbar kleine Menge von

8,98 pg/ml 17B-Estradiol in das Medium.

Die Messungen von 17B-Estradiol im Uberstand der MCF-7 Zellen zeigten vergleichbare
Ergebnisse wie bei den BT-20 Zellen: Die Inkubation mit 17B-Estradiol oder niedrigen
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Konzentrationen des Leinwurzelextraktes fithrten nicht zur Freisetzung von 17B-Estradiol.
Auch hier ergaben sich bei 500 ug/ml und 1000 pg/ml Leinwurzelextrakt erhohte
17B-Estradiolkonzentrationen im Uberstand, die Hohe war vergleichbar zum Experiment mit
den BT-20 Zellen. Damit konnten auch vergleichbare Griinde vermutet werden. Die geringe
Zytotoxizitédt bei hohen Leinwurzelextrakt-Konzentrationen diirfte, so weit dies aufgrund von
Einzelbestimmungen {iberhaupt beurteilt werden kann, keinen wesentlichen Einfluss auf die
Hohe der gemessenen 17p-Estradiolkonzentrationen haben. Die hohen Werte im Uberstand
der MCF-7 Zellkultur nach der Inkubation mit Tamoxifen lassen auf groe Mengen an
intrazelluldarem 17B-Estradiol oder auch Molekiile mit Estrogen-dhnlicher Struktur schliefen,
die infolge der Zytotoxizitidt von Tamoxifen freigesetzt wurden und falsch positive Ergebnisse

erzeugten. Dabei hat auch Tamoxifen selbst eine Estrogen-dhnliche Struktur.

Die Messwerte filir Progesteron waren in allen Proben an der unteren Nachweisgrenze des
Messverfahrens. Eine relevante 17B-Estradiol- oder Progesteronfreisetzung ist nach diesen

Ergebnissen nicht anzunehmen.

Humane Hepatozyten

Das patentierte HEPAC? Zellkultursystem, entwickelt von der Firma Primacyt, ermdglicht
Untersuchungen zur Metabolisierung verschiedener Pharmaka oder Toxine in der Leber. Es
ist ein Langzeitkultursystem aus primdren humanen Hepatozyten. Die Produktion von
Harnstoff und Albumin dienen dabei als Vitalparameter [126]. Die Uberlegenheit dieses
Verfahrens gegeniiber der in-vivo Testung an Ratten in Bezug auf Toxizitatsuntersuchungen
ist in der Literatur belegt. Der Leberstoffwechsel in Ratten unterscheidet sich von dem im
Menschen: Beispielweise wirkte die Behandlung mit cis-4-Hydroxy-L-Prolin bei Ratten
toxisch auf die Leberzellen, wihrend im HEPAC® System und in klinischen Studien am
Menschen keine Hepatotoxizitit feststellbar ist [75]. Die in-vitro Untersuchung an primiren
humanen Hepatozyten ist somit hinsichtlich des Leberstoffwechsels eine geeignete Methode
zur Simulation von pharmakologischen Effekten auf den Menschen. Die Messung von
Harnstoff und Albumin im Zellkulturiiberstand der Hepatozyten als Vitalparameter ist in der

Literatur etabliert [127-129].

In dieser Arbeit wird erstmals der Einfluss eines wéssrigen Leinwurzelextraktes auf die
Synthese von Harnstoff und Albumin in primdren humanen Hepatozyten untersucht. Da der

Untersuchungszeitraum 72 h betrégt wurden frische humane Hepatozyten verwendet, nicht
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das HEPAC® Zellkultursystem. Die Harnstoffsynthese wurde unter Inkubation mit hohen
Konzentrationen des wissrigen Leinwurzelextraktes leicht gehemmt (10 -20 %). Die
Albuminsynthese wurde erst nach 48-stiindiger Inkubation leicht gehemmt (20 %),
anschlieBend stieg sie wieder auf mindestens das Ausgangsniveau an. Da die
Albuminsynthese komplexere Schritte in verschiedenen Zellkompartimenten bendtigt als die
Harnstoffsynthese ist dies ein sensiblerer und langfristigerer Parameter der Hepatotoxizitdt. Es
ist anzunehmen, dass dies auch der Grund fiir den leichten Abfall der Syntheseleistung erst

nach 48 h Einwirkzeit ist, der sich bei allen Extraktkonzentrationen zeigte.

17B-Estradiol hat eine vergleichbare Wirkung auf die Albuminsynthese wie die verschiedenen
Extraktkonzentrationen, aber keinen Einfluss auf die Harnstoffsynthese. Dies Ergebnis konnte
dafiir sprechen, dass neben einer estrogenartigen Aktivitit auch noch andere Inhaltsstoffe des
Leinwurzelextraktes die Albumin- und Harnstoffsynthese beeinflussen konnten. Die
hepatotoxischen Stoffe Tamoxifen und Triton X-100 hemmten die Harnstoffsynthese
erheblich und die Albuminsynthese vollstindig, damit stimmen die experimentellen
Ergebnisse mit den Beobachtungen am Menschen {iberein [130]. Der Messwert der
Albuminkonzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit 500 pg/ml Extrakt weichen von der
oben beschriebenen Dynamik ab, moglicherweise handelt es sich um einen Messfehler. Diese
Ergebnisse sind jedoch kritisch zu bewerten, da es sich nur um Einzelmessungen mit
Vierfachbestimmungen handelte und keine Vergleiche mit der Literatur moglich sind. Sie
lassen jedoch die Annahme zu, dass der wéssrige Leinwurzelextrakt eine allenfalls geringe

toxische Wirkung auf humane Leberzellen hat.

Zusammenfassend hat der wissrige Leinwurzelextrakt somit in hoéheren Konzentrationen
moglicherweise eine geringe Zytotoxizitit bei MCF-7 Zellen, aber nicht bei BT-20 Zellen.
Bei humanen Hepatozyten ergaben sich keine Hinweise auf eine Hepatotoxizitit. Der fiir die
17B-Estradiolbestimmung verwendete Radioimmunoassay ist fiir weitere Aussagen nicht
ausreichend spezifisch, der Radioimmunoassay fiir Progesteron nicht ausreichend

empfindlich.
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4.5 Verbesserungsmoglichkeiten, Limitationen und weitere Untersuchungsschritte

Folgende Untersuchungen konnen weitere Erkenntnisse liber die Zusammensetzung und die

Wirkung des wiéssrigen Leinwurzelextraktes geben:

Das antikanzerogene Wirkprofil der Leinwurzel ldsst sich mit den durchgefiihrten
Untersuchungen nicht vollstindig kldren. Eine Analyse der Lignanfraktion, aber auch aller
anderen Fraktionen, z. B. mittels HPLC-Massenspektrometrie, kann Aufschluss iiber die
einzelnen Inhaltsstoffe liefern. In weiteren Schritten lieBe sich untersuchen, ob die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Wirkungen des Gesamtextraktes auch durch einzelne

Fraktionen bzw. Inhaltsstoffe hervorgerufen werden kénnen.

Wegen der grofBen witterungsbedingten Schwankungen der Pflanzeninhaltsstoffe sollte ein
Vergleich der Leinwurzeln aus unterschiedlichen Jahrgéingen beziiglich ihres Lignangehaltes

und der Wirkung des aus ihr gewonnenen Extraktes durchgefiihrt werden.

Eine Hepatotoxizitdt des Leinwurzelextraktes kann abschlieBend weder bestétigt noch
ausgeschlossen werden. Die Bestimmung der ALAT und yGT kann in nachfolgenden
Versuchen weiteren Aufschluss tiiber eine mogliche Hepatotoxizitdt liefern. Eine
Untersuchung mit geschlechtsspezifischen Hepatozyten konnte mogliche
Geschlechtsunterschiede in der Wirkung auf die hepatischen Metabolisation herausstellen,

wie sie im Tiermodell bereits beschrieben ist [108-110].

Um ein exakte Messung von 17B-Estradiol und Progesteron im Zellkulturiiberstand
durchzufithren, ist es notwendig, eine Methode zu wihlen, die nicht mit den

Extraktinhaltsstoffen bzw. Zellbestandteilen interferiert.

Langzeituntersuchungen sind nétig, um den Mechanismus zwischen erhohter 173-Estradiol
Serumkonzentration und deren prokarzinogenem Effekt auf das Mammakarzinom bei Frauen

zu kléren.
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5. Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die hdufigste Krebserkrankung und die héufigste Todesursache der
Frau zwischen dem 30. und 60. Lebensjahr. Trotz intensiver Forschung und Entwicklung
neuer Therapieansitze steigt die Inzidenz in Deutschland jahrlich weiter an. Phytoestrogene
sind nach den bisherigen Untersuchungen vermutlich sowohl fiir die Pravention als auch fiir

die Therapie geeignet.

Die Zielstellung dieser Arbeit war es darzustellen, ob ein wissriger Extrakt aus der
phytoestrogenhaltigen Leinwurzel hemmend auf das Wachstum von Mammakarzinomzellen

wirkt, dabei aber die Vitalfunktionen humaner Hepatozyten nicht beeintrachtigt.

Der Extrakt wurde als Dekokt hergestellt. Er wurde mittels Pyrolyse-
Feldionisationsmassenspektrometrie auf seine Inhaltsstoffe untersucht und an den
Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und BT-20 bzw. an primdren humanen Hepatozyten
getestet. MCF-7 Zellen exprimieren die Estrogenrezeptoren o und [ und den
Progesteronrezeptor, die BT-20 Zellen exprimieren keinen dieser Hormonrezeptoren. Die
Untersuchungen zur Zytotoxizitit erfolgten mit dem LDH-Test, die zur
Proliferationshemmung mit dem BrdU-Test. Neben einer absteigenden Konzentrationsreihe
des Leinwurzelextraktes wurden Tamoxifen und 17B-Estradiol als Kontrollsubstanzen
mitgefiihrt. Unter Einwirkung des Extraktes wurden im Zellkulturiiberstand 17(3-Estradiol und
Progesteron bei den Mammakarzinomzellen und die Vitalitdtsparameter Harnstoff und

Albumin bei den Hepatozyten analysiert.

Die PyFIMS zeigte, dass die wassrige Extraktion zur Anreicherung von Lignanen geeignet ist.
Bei den MCF-7 Zellen wurde mit hohen Extraktkonzentrationen eine zytotoxische und
antiproliferative Wirkung erzielt, aber nicht bei der BT-20 Zelllinie oder den Hepatozyten. Da
ausschlieBlich bei den Estrogenrezeptor-positiven Zellen ein Effekt beobachtet wurde, legt

dies einen Estrogenrezeptor-abhéngigen Wirkmechanismus des Leinwurzelextraktes nahe.

Die exokrine Funktion der Mammakarzinomzelllinien hinsichtlich 17p-Estradiol- und
Progesteronsekretion blieben unter der Extrakteinwirkung unverdndert. Die Syntheseleistung
der humanen Hepatozyten fiir Harnstoff und Albumin wurde kurzzeitig und reversibel

gehemmt. 17B-Estradiol beeinflusste in keiner Versuchsanordnung die Eigenschaften der
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verwendeten Zelllinien, wo hingegen Tamoxifen auf alle Zelllinien zytotoxisch wirkte und

zusdtzlich antiproliferativ auf die Mammakarzinomzelllinien.

Der wissrige Extrakt aus der Leinwurzel scheint damit ein Potenzial bei der Therapie
Hormonrezeptor-positiver Mammakarzinome zu haben ohne hepatotoxisch zu sein. Weitere

Untersuchungen sollten daher folgen.

Zusammenfassend ist das wasserbasierte Extraktionsverfahren zur Lignananreicherung aus
der Leinwurzel geeignet. Ein so hergestellter Leinwurzelextrakt hat eine antiproliferative und
zytotoxische Wirkung auf MCF-7 Mammakarzinomzellen, dabei aber keine zytotoxische

Wirkung auf humane Hepatozyten und beeinflusst deren Syntheseleistung nicht dauerhatft.
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6. Thesen

1. Vergleicht man die Inzidenz und die Erndhrungsgewohnheiten weltweit, liegt die
Inzidenz in asiatischen Lindern auf einem wesentlich niedrigeren Niveau als in Europa,
gleichzeitig stellen Sojaprodukte einen zentralen Nahrungsbestandteil dar, wiahrend sie in

Europa kaum verzehrt werden.

2. Die Phytoestrogene besitzen Strukturdhnlichkeit zu den endogenen Estrogenen und rufen

sowohl agonistische als auch antagonistische Effekte am Estrogenrezeptor hervor.

3. Die Leinpflanze ist in unserem Kulturkreis als Nahrungsmittel und Nutzpflanze bekannt
und ist die reichhaltigste bekannte Quelle der Lignane, einer Hauptklasse der

Phytoestrogene.

4. Eine mit geschrotetem Leinsamen angereicherte Nahrung reduziert das

Brustkrebswachstum im Tierexperiment.

5. Das wasserbasierte Extraktionsverfahren der Leinwurzel ist zur Lignananreicherung
geeignet und in Bezug darauf mit anderen Extraktionsverfahren, z. B. dem nach Luyengi

et. al. (1996), vergleichbar.

6. Ein wasserbasierter Leinwurzelextrakt wirkt dosisabhingig antiproliferativ auf

Estrogenrezeptor-positive  MCF-7 Zellen, nicht aber auf Hormonrezeptor-negative

BT-20 Zellen.

7. Eine Extraktexposition fiihrt nicht zur Estrogen- oder Progesteronfreisetzung durch die

Brustkrebszellen.
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8. Der Extrakt wirkt in hohen Konzentrationen auf die Estrogenrezeptor-positiven MCF-7

Zellen zytotoxisch, auf die BT-20 Zellen jedoch nicht.

9. Der Leinwurzelextrakt hat weder eine zytotoxische Wirkung auf primére humane

Hepatozyten noch wird deren Harnstoff- und Albuminsynthese dauerhaft beeintriachtigt.

10. Wissriger Leinwurzelextrakt sollte aufgrund seiner bisher bekannten Eigenschaften
weiter im Hinblick auf seine potenzielle Verwendbarkeit bei der Privention oder

Therapie des Mammakarzinoms untersucht werden.
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