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Abkurzungen:

IARC  (The International Agency for Research on Cancer)

BRCA1 Breast cancer 1

BRCA2 Breast cancer 2

ca. cca

HER2  Humaner epidermaler WachstumsfalRereptor 2

CMF-Chemotherapie Cyclophosphanhittthotrexads-FluororacitChemotherapie

EC-Schema Epirubick€yclophosphamikbchema

EGFR  Epidenal Growth Factor Receptor

DCSI Duktale Karzinom in situ

LCIS Lobuléare Karzinom in situ

ADH Atypical Duktal Hyperplasia

LN Lobular Neoplasia

MRT Magnetresonanztomographie

GnRHAnaloga Gonadotropin Releasing Hormon

TCH-Schema  Taxa@arboplatinHerceptinSchema

in vitro Bezeichnung fir organische Vorgange, die aul3erhalb eines Organismus unter
kinstlichen Bedingungen stattfinden.

invivo  Bezeichnung fiir organische Prozesse oder auch lsoh@gExperimente, wenn
sie am oder im lebendigen Organismus ablaufen

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor

PgR ProgesterdRezeptoren

IRS-1 Insulinrezeptorsubstratl



SHBG Sex hormonrkinding globulin

FSH das follikelstimulierende Hormon

LH das luteinisierende Hormon

ATP Adenosintriphosphat

cAMP  Cyclisches Adenosinmonophosphat
HDL High-density lipoprotein

LDL Low-density Lipoprotein

CYP3A4 Cytochrom P450 3A4

DANN Desoxyibonucleinsaure

ER U Estrogenrezeptor al pha
ER D Estrogenrezeptor beta
DBD DNA-Bindungsdomane

LBD Ligandenbindungsdomane

AF-1 Aktivierungsfunktion 1

AF-2 Aktivierungsfunktion 2

ERE Ostrogeresponselement

MAPK mitogenactivated protein kinase

ERK extracellular signaiegulated kinase

EGF EpidermaWachstumsfaktor

IGF-1  insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1
SERMs Selektive Ostrogenrezeptormodulatoren
FDA Food and Drug Administration

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium
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RPMI Roswell Park Memorial Institute

Ham's F12 Nutrient Mixture FL2

°C Grad Celsius, Temperatur
cm2 Quadratmeter
mi Milliliter

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay
DMSO Dimethylsulfoxyd

PBS Puffer (10x Dulbecco’s)

FKS Fetales Kélberserum

HCL Salzsaure

H2S04 Schwefelsaure

H202 Wasserstoffperoxid

ICH Immunhistochemie

CO2 Kohlenstoffdioxid

TrypsinEDTA Ethylendiamintetraessigsaure
Rpm revolutions per minute

pl Mikroliter

MTT 3[4, 5-Dimethylthiazot2-yl]-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid
LDH Laktatdehydrogenase

BrdU Bromdesoxyuridin

M molar, mol/l

Mg Mikrogramm

NADH+ Nicotindiamidadenindinukleotid



INT 2(4-iodophenyl}3-(4-nitrophenyl}5-phenyltetrazoliumchlorid
nm Nanometer
TMB Tetramethylbenzidin

SPSS Data Mining Statistical Analysis Software

USW. und sweiter
z.B. zum Beispiel
bzw. beziehungsweise

PLK -1 Pololike Kinase 1

PARP  PolyADP-Ribose}Polymerase
CDK1 Cyclinrabhangigen Kinase 1
IRS-1 Insulinrezeptorsubstrat 1

AhR Aryt Kohlenwasserstoff Rezeptor
Bcl-2  B-cell lymphoma 2

Bcl-xL  B-cell ymphomaextra large

PPAR PeroxisomProliferatoraktiviertar Rezeptor



1. Einleitung

1.1. Das Mammakarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Brustkrebs stelltie haufigste weiblich Krebserkrankung sowohl Entwicklungs als auch

in Industrielandermar, und ist die primare Todesursache bei Frauen weltweit. Trotzogut d
kumentierte Senkung der Sterblichkeit an Brustkrebs in den letzten zwei Jahrzehnten ist die
Inzidenzweiter gestiegenDurch diefortgeschritene Therapie haben sich die Uberleben
chancen deutlich verbesséti. Im Jahr 2010 betrudie Zahl demeu erkranlgn Frauen in
Deutschland’0.34Q etwa 31%s. Abb.1-1) und derSterbefallel7.466 etwa 17%(s. Abb.

1-2). Etwa eine von acht Frauen erkrankt imufeihres Lebens an Brustkrebs [Rlach
Angaben der IARC (The International Agency for Research on Cancer) wurden im Jahr
2012 weltweit 1,7 Millionen Frauen mit Brustkrebs diagnostiziktit 522000 Todesfalle

stellt Brustkrebs weltweitlie haufigsteKrebstoasursachéei Frauenm Jahr 2012af3].

Zur Fruherkennung von Brustkrebs diidasMammographieScreening eingesetdbadurch

wird die Sterblichkeit gesenkt und die Lebenserwartung verlanggerEine Studie in 7
schwedischen Landkreisgedie ungefahr 33 % deBevolkerung von Schweden ausmachen
zeigtedurch ein organisiertdgammographie ScreeningProgramman Frauereine Redu-

tion der Sterblichkeit um 485% [4].
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Abb. 1-1: Prozentualer Anteiller haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in
Deutschland im Jahr 20X@hne nichtmelanotischen Hautkrebg2)].
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Abb. 1-2: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an &liebssterbeféllen in Deutschland
im Jahr 201Q2].

1.1.2 Ursache und Risikofaktoren

Als wichtigster Risikofaktor fur Brustkrebs gilt die genetische Disposition, walvea &

10% allerMammakarzinora erblich bedingt sind. Bei den meisten Frauen, die an erblichen

Formen des Mammakarzinenerkranken, lassen sich Mutationen in den Br€asicer

Geren BRCA1 und BRCAZ2nachweiserj5]. Frauen, die Mutationen an diesen Genen tr

gen, erkranken ungdia20 Jahe friher als Frauen ohne genetische Mutation und haben ein

lebenslanges Risdb von 5080% anBrustkrebszu erleiden. Ca. 60%der Genmutation &-

genden Frauen konnen zusatzleh einem kontralateralen Mammakarzinom une4Q%

dieser betroffenen Frauem einem Ovarialkarziom erkranken [5]. Auch zu den Risikdfa

toren gehoren frihe Menarche, spate Menopause, Kinderlosigkeit, ein héheres Alter bei der

ersten Geburt, Hormonsubstitution (Ogaeund Gestages), orale Kontrazeptiva, Ulbbe

gewicht, Bewegungsmaalj Alkoholabusus, Nikotinabusus und Frauen mit bestimmten

gutartigen Brustveranderungen (lobulére Neoplasien und atypische duktale Hyperplasien)

[2]. Auch dichtes Brustdriisengewebe ist mit einem erhéhten Risiko fir Brustkrebs assoziiert

und erschwert di€riiherkennung von Brusttumoren mithilfe der Mammographie [6l-Fra

en, die Linkshanderinnen sind, haben ein hdheres Risiko an Brustkrebs zu erkranken, als

Frauen, die mit der rechten Hand schreiben. Linkshandigkeit kann ein Indikator fureintraut

rine Expodiion gegeniiber Ostgena sein, die das Riko von Brustkrebs erhohen konnen

[7]. Darliber hinaus ist statisch belegt dass die linke Brust haufiger betroffesh als die

rechte Brust. Hierfur sind die Ursdlaen noch uklar. Aktualisierte Daten aus Schwaa Uber
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Seitenhaufigkeit zeigte dass von 270 bis 2006, 616 Manner an detken Brustund 545

an derrechten Bruserkrankten was ein Verhaltnis von 1,13, oder ein 13% hoheres Risiko
auf der linken Seitaufweist Im gleichen Zeitraum wurden 96.354auen mit linksseitigem
Brustkrebs un®0304 mitrechtsseitigenBrustkrebs diagnostiziert, was ein Verhaltnis von
1,07 oder 7% hohien Risiko auf der linken Seittarstell{8].

1.1.3 Die Entstehung von Brustkrebs

Mammakarzinom ist eine bdsartige ¥aderung der BrustdriseEin Tumor entsteht wenn
neue Zellen ungebremst wachsen und alte Zellgnt mehr absterberurch Streuungon
lebensfahigen Tumorzellen kénnananderen Organen Metastasen gebildet wefdenle
friher derBrustkrebs diagnostiziert ivd, desto besser sind im Allgemein die Bethan
lungsoptionen.85-90% der Brusttumoren gehen von den Epithelzellen der Milchgange
(duktales KarzinomjDuctuli = lat. Gang)ausund 1015% entwickeln sich aus d@riusen-
l&ppchen (lobuldres Karzinongl.obuli = lat. Lappchender Brust[10]. Fur die GréRRenr
nahme und demggresiven Krankheitsverlaufdes Brustkrebgs spielen spezielléVachs-
tumdaktoren eine wichtige RolleDabei stellt HERzZeu (human epidermal growth factor
recepior2) einen speziellelVachstumsiktorRezeptor darDie Uberexpression des ham
nen epidermalen Wachstumsfakiezeptos 2 (HER2 wurde in 15% aller Bruktebser-
krankungerbeobachtet und ist mit einer schlechten Prognose hinsichtlich der Gesamit
erwartungverbunden [11]Mit der Ubereypression singradiktiv z.B. schlechtes Anser
chen auf  Cyclophosphamidethotrexads-FluororacitChemotherapie (CMF
Chemotherapie),besseres Ansprechen awpirubicinCyclophosphamibchema (EE€
Schema),schlechtes Ansprechen auf eine hormllen8ehandlung bei rezeptorpositivem
Karzinom und gutes Ansprechen auf eine Trastuzumabbehandlung zu erwarteBigl12].
anderer Wachstumsfakt®ezetor ist der EGFRezeptor (Epide-

mal Growth FactorReceptorEGFR). EGFRezeptoipositive Karzinome sind héig mit
Lymphknotenmetastasen verbunddr2]. In vielen Fallen emsteht das Mammakarzinom
multizentrisch. Am haufigsten (586%) sind die Mammakarzinome im oberen auf3eren
Quadranten lokalisiertDer obere innere Quadrant und die retromamillare Regionnsind
gleicher Haufigkeit (jeweils ca. 15%etroffen. Der untere inne@uadrant ist irseltenen
Fallen betroffen (ca.5%) [13Zu den haufigsten gutartigen Veranderungen der Brustdrise
gehoren die Mastopaie und das Fibroadenom. Bei ddfibroadenom handtees sich um
ein gutartigen knotigerGeschwiilst, bestehend aus einem driis@d einem bindegeweb

gen Anteil[14]. Es gibt auch einige gutartige Zellver&nderungen der Brustdruse, aus denen
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ein Mammakarzinom entstehen kénni2azu gehéren DCl%duktales Carzinoma in situ)
LCIS (lobulares Carcinoma in situADH (Atypische duktale Hyperplasiend LN (lobulére
Neoplasie)[14] [15]. Diese Zellverdnderungen sind weder tastbar noch erkerivdi der
Mammographie, welchdie Erkennung diese Verandegen eschwert. Skonnen sich -

se Zellverdnderungen in der Mammographie als erkennbare Mikroverkalkungen darstellen.
Andere diagnostische Untersuchungen sind Sonographie, (WRgnetresonanztomaay

phie) und Farbdoppler. Dieseoch auf ihrerJrsprungsa begrenzten entarteten Zelllas-

sen sich meistenentfernen [14]. Uberdies entwickeln sichac 80% der bosartigen
Mammakaranomeausden Milchgdngen der Brustdriise und werden als duktales Karzinom
bezeichnetAulRerdem entstehen ungefdl®% der bdsartigen Mammakarzme aus den
Drusenlappchen und werden als lobulares Karzinom bezeidfingbus Paget manifestiert
sich als seééne meistens invase Krebsform der Mamilleund des Warzenvorhad. Etwa

30% der Brustkrebspatientinnen bilden iraufe derErkrankung Metastasen. Metastasen
treten haufig in den Lymphknoten, dem Knochen (z.B. Wirbelsaule, Rippen), der Lunge,
der Haut, dem Gehirn und der Lelzerf[16].

1.1.4 Therapiemoglichkeiten

Zur Behandlung von Frauen mit Brustkrebs stelrnschiedene Therapiemaoglichkeiten zur
Verfugury: Operation, BestrahlungHormontherapie, Chemw¢rapie und Antikdrper
Therapie[17]. Die Behandlungswahl ist von verschiedem&@ktoren abhangig, z.B. Art des
Tumors, seineGrolRe und Asgbreitung, Alter undZustand derPatienten (préoder pos
menopausal) sowie Tumorempfindlichkeit auf Horm§if]. Auch unter Therapieverfabn
und Krankheitsverlauf mussdie pgchosoziale und emotionale Lager Patienten berke
sichtigt weden. Dabei zeigen Entspannungsverfa, psychoedukativenterventiorn so-
wie psychotherapeutische Einzeind Gruppenintervention Verbesserung auf idigerien

Angst, Depression, psychisches Wohlbefinden und Lebensqya)itat

Die Operatbn des Brustkreles steht zunachsim Vordergrund [17].Durch die operative
Entfernungvon Brusttumoenkanndies zur Heilung fuhre(kurative Therapie). Dabei wird
das Tumorgewebe valiandig entferneinschlie3lichder zugehdrigen Lymphknoterleu-
zutage wird bei 6000% aller Mammakarziome eine brusterhaltende Operation dueshg
fuhrt [18]. Kontraindikationen ggen eine brusthaltende Operation sind Tumorbefall der
Mamille, multizentrisches Wachstum, ungiinstiges Verhéltnis von Tumorgrof3e unddBrustv

lumen, inflammatorisches Karzinom sowikontraindikationen gegen die obligatorische
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Nachbestraling bei lwusterhaltender Operatidd8]. Im Anschluss an die brusterhaltende
Operation ist eine Bestrahlung der erkrankten Brustdrise inkl. der Thoraxwandiwbligat
Dadurchwird verbliebenes Tumorgeste in der Brust entfernt und die Lokalrezidivrate von
30% auf 5% reduzieft9].

In den letzten Jahremat die Anwendung der sog. neoadjuvanten systemischen Chemoth
rapie zugenommen. Das Ziel dieses Verfablmsteht darirdie Rate brusterfi@nder Tle-
rapien zu erhdnen sowiedie Verkleinerung eines inoperablen Tusoum ein operablen
Zustand des Tumors zu erreichen. Eine weitere Indikation dieses Veddlmsteht beim
Vorliegen eines inflammatorischen MammakarziisorBabei wird die Operation erst cla

praoperativer neoadjuvanter Chemotherapie durchgdfi2jft.9].

Erganzend zur Operation und Bestrahlungdwaft zusatzlichbei den Patientinneeine
postoperative sog. adrante Chemotherapie durchgefilidabei erhalten die Patienten Izel
teilungshermende Medikamente, sog. Zytostatika. Zytostatikeken systemisch d.h. im
ganzen Korper und werden in mehreren Zyklen als Infusion, Injektion oder in Tablettenform
verabreich{20]. Hierbei verwendet man am haufigsten Antrazykline, Cyclophosphamid und
taxanhaltige Chemotherapeutikaobei eine Polychemotherapie wirksamer else Mono-
chemotherapie ist1P][21]. Durch eine adjuvante Chemotherapie kann eine Senkung der
Rezidivrate und der Todesrate am Mammakarzinom erreicht werden. Das rBisike,
innerhalb von 10 Jahren amalhmakarzinom zu versterben, kastwva um 2530% gesenkt
werden[21]. Frauen, die im fortgeschrittenen Stadium sind und Masen haben, erhalten
eine @lliative Chemotherapie. Diese Behandlung hat zum Ziel, das Krebswachstzum a

halten,die Beschwerden dé&atieninnenzu lindernund das Leben zu verlangda?].

Heutzutage nimmt die Hormontherapie einen wichtigen Platz in der adjuvEmeespie des
Mammakarzinoraein. DasTumorwachstum kann durch Geschlechtshormone z.Bogesir
und Testosteron beeinflusst wergdevenn deren Gewebe spezielle Bindungsstellen ¢Ostr
gen bzw. Progesteronrezeptoren) besit328]. Bei pramenopausalen Frauen sind ungefahr
die Halfte der Brusttumoren rezeptorpositiv, wobei hingegen bei postmeatgalsauen
etwa dreiviertel der Tumoren rezeptorpositiv sind. Hormonrezeptorpositive Karzinéme ze
gen eine bessere Progn¢$@]. Im Mittelpunkt der Hormontherapideht Tamoxifen als ein
starker Ostrogenantagsh Tamoxifen wird in der Regel fur 5 Jahwerabreicht, wobei eine
mehr als 5jahrige Behandlung keine Verbesserungezéigter der Tamoxifentherapie wu

de eine deutliche Verlangerung des rezidivfreien Intervalls und des Uberlebens inlallen A
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tersgruppen beobacht®abei wird auch die \Whrscheihchkeit des Auftreten®ines kot
ralateralen Mammakarzin@wm die Halfte reduzieftl8, 21]. Weiterhin wird die Therapie
nach funfahrige Tamoxifengabe flr noch weitere®Jahre auf Aromatasehemmer (z.B.
Anastrozol, letrozol, Aminoglutethimid und Exerstar) umgestellf19]. Aromatas@em-
mer wirken durch Aufhebunder Wirkung des Enzyms Aromatase, die Androgene ino©str
gene durch Aromatisierung umwandéit. Gegensatz zu pramenopausalen Frauen, in denen
die meisten der Ostrogeieden Eierstockegebildet werdenbei postmenopausalen Frauen
sind vor allem in den peripheren Geweben des Korfei. Muskel und Fettgewebsn-
thetisiert Sie durfen nur bei postmenopausalen Patientinnen verwendet wggdénBei
pramenopausalen Frauen stellen sowohlAfirendung von GnRHAnaloga(Gonadoto-
pin Releasing Hormonals auch die operative ovarielle Ablation eine Therapidittigpit
dar. Im Gegensatz zur Ovarektomie besteht bei GnRtdloga die Mdglichkeitiner zet-
lich begrenzten Suppression der Qakinnktion [18]. GhRHAnaloga (z.B. Buserelin, &
serelin und Leuporelin) werdemormaleweise fur 2 bis 5 Jahre verabreid¢h2, 23. Bei
langfristiger kontinuierliber Gabe von GnR{Analoga wird die Produktion von Sexua
hormonen gehemmt. Der Ostrogenspiegigler Frau, die mit GnRiAnaloga behandelt

wird, ahnelt dem einer Frau in der Postmenopf2ée

Bei etwa eiem Viertel aller Mammakarzinome liegt eine Uberproduktion von HERA
vor. Fir diese Patienten kommt eine Behandlunigdam Antikérper Trastuzuatb infrage
[23]. Die einjahrige Zugabe von Trastuzumab verbesseriifsignt das krankheitsfreieos
wie das Gesamtiberleben bei Frauen mit HipR&itivem BrustkrehsTrastuzumab in
Kombination mit Paclitaxel ist fir die Behandlung von metastasiertem Mdamzinom
auch zugelassen, wenn keine anthrazyklinhaltige Ctierapie vorher durchgefihrt wurde
In der letzten Zeit ist das TGHchema(Taxan, Carboplatin, Herceptibei metastasiertem
Mammakarzinom bevorzugt, hierbei wird aih Antrazyklininsbesodere bei Patienten mit
kardialer Vorschadigungerzichtet.Im Gegensatz zu demthrazyklinhaltigen Chemothar

pie zeigtdasTCH-Schema ein niedriges Risiko fur Kardiotoxizitat und Leukamjé2, 25].

Des Weiteren besteht die Mdglichkeitylammakarzinommaenittels £kundare Pflanzen-
stoffen zu beeinflussenDiesesekundaren Pflanzenstoffeerden im folgenden Kapitelre

lautert.
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1.2 Sekundéare Pflanzenstoffe

Pflanzliche Naturstoffe teilen sich in primare und sekundéare Pflanzend®oifgire Pfla-
zenstofé sind essentielle Bestandteiies zellularen Stoffhaushalts, die fur das Leben der
Pflanze notwendig sind. Als Bspiel lassen sich Kohlenhydrateinschliel3lich Ballastste

fe), Proteine und Fettbzw. Ok benennenMit Ausnahmevon Ballasstoffen wirken sie
beim Menschen als Nahrstoff26]. Daneben produzieren Pflanzen eine grof3e Anzahl an
chemisch sehr unterschiedlichgerbindungen, die keine direkteunktion fir das Wadh

tum und die Entwicklung haben. Diese Verbindungen werden sekundére Pflanzegestoffe
nannt[27]. Sie kommen im Gegensatz zu den primaren Pflanzenstoffieim sehr geringen
Mengen in den Pflanzen vor. Mit einer gemischten Kost betragt die taglicimauag von
sekundaren Pflanzenstoffen etwa 1[2§]. Die sekundare Pflanzenstoffehaben fir die
Pflanzenviele 6kologische Funktionen. Eine wichtige Funktion ist die Verteidigung gegen
Fral3 (Herbivorie), Pathogene (Krankheitserreger) oder Konkenekinige wirken als
Farbstoff, Duftstoff oder @schmackstoffandere begiinstigen diee¥reitung von Pollen
und SamenFir den menschlichelkrper leisten viele sekundéare Pflanzenstaéfeen Be

trag zum Schutz vor Krankheiten wie z.B. Krebs, Infektionen und-KezislaufStérungen
[29, 30]. Abb. Aufgrund ihrer chemischen Struktur und ihreunktionellen Eigenschaften
lassen sich die sekundaren Pflanzenstoffeerschiedene Substanzklasseginteilen:Caro-
tinoide, Phytosterine, Glucosinolate, Saponine, Polyphenole, Prdtdalsioren, Terpene,
Phytotstrogenend Sulfide. Bei denPolyphenolen handelt es sich um aromatische Kohle
stoffverbindungen, di&eine einheitlicherStoffklassen datsllen. Chemischassen sie sich
auf die Struktur des Phenols zurfighren. Sie kommen in allen Pflanzéberwiegend in
den aulleren Schichten defanzenaufbausor. Hauptvertreter sind Phenolséuren, Flaxon
ide, Cumarine und Lignari&8, 30].
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1.2.1 Flavonoide

Flavonoide sind in Pflanzen weit verbreitet und defiiViele Funktionen. Sie sind die wie
tigsten Pflanzenpigmente, dieflanzen eineote, violette oder blaue Farbung gelef].
Etwa 5000 natirlich vorkommendd&avonoide wurden aus verschiedenen Pflanzen b
schrieben und sie sind damit die am haufigstetensuchten Polyphenol®er Name fir
Flavovoide leitet siclvom latinischen Worflavus= gelb ab.Flavonoide liegen hauptdéc

lich in den Randschichtemd Blattern dePflanzen, deswegesollten beispielswise Apfel
nicht geschalund Tomatenhaut nicht entfernt werdémieressanterweise ist der Flawen
idgehalteiner Pflanzeauch von der Sorte, dem Klima, der Erntezeit Dladier der Lagerung
abhangig [28]. Flavonoide bestehen aus 2 aromatischen (A und B) und einem O
heterozyklischen Ring(C)rur die Biosynthese von Flavonoiden stellen Acetat unet Ph
nylalanin die Grundsubstaea dar. Nach Zusammenfugdar GGerlste dieser beidenekzl
menteentsteht das GE3-C6-Grundgerus(s. Abb. 13), worausalle Flavonoide entstehen
konnen[29]. Anhand der strukirellen Unterschiedam heterozyklischen-Ring lassen sich

die Flavonoide in 8Untergruppen einteilen: Flavonole, Flavanole, Flavanone, Flavone ,
Anthocyane und Isoflavonoid@ab. 1-1) [31]. Die Flavonoide haben ein grofRes Wirkeng
spektrum. Bei den Pflanzen spielgie eine wichtige Rolle beim Aufbawnd Reparatuder
Zellwand und sie bietenSchutz vor UVLicht und KrankheitserregerrSie hemmerdas
Wachstum von Bakterien und Mén, wirken entztindungshemmend und beeinflussen die
Blutgerinnungim menschlichen KorpelEbenfalls schiitzen sie vor freien Radikalen, Krebs
und Herzinfarkt[32]. Flavonoide, die in dieseArbeit verwendetwerden, sind Quertia,
Chrysin undKaempferol.

Abb. 1-3: Grundgeriist der Flavonoid27].
A und B: aromatische Ringe

C: O-heterozyklischer Ring
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Tab. 1-1: : Die Verbindungsklassen der Flavonoidd31].

Verbindung Beispiel Vorkommen Eigenschaften

Flavonole Querceéin Zwiebeln Hellgelbe Pigmente
Kaempferol Endivie

Falvanole Catechin Rotwein, Apfel Adstringierende
Epicatechingallate | Griner Tee Wirkung

Flavanone Naringenin Grapefruit Bitterstoffe
Hesperidin Orange

Flavone Apigenin Sellerie Hallgelbe Pigmente
Luteolin Paprika

Anthocyane Malvidin Blaue Trauben Rote und blaug
Cyanidin Kirschen Farbpigmente

Isoflavonoide Genistein Sojabohnen Phytodstrogene
Daidzein Sojabohnen

1.2.1.1 Querctn

Das im Pflazenreich weit verbreitete Quetteist ein gelber Naturfarbstoff, der in vielen
Pflanzen vorkommtGroRe Mengen an Quetaefindet man in Apfeh, Zwiebeh, Brokko-

li, grinen BohnenKirschen,Grinkohlund Traubenschatg28,33]. Querceéin kommt auch

in Heilpflanzen wie z.BGinkgo hloba, Hypericum perforatunfJohanniskraut) un&am-

bucus canadensifHolunder) vor[34]. In der Natur kommen die meisten Flavonoide in
Form von Glykosidewor, d.h. gebunden an efuckermolekilMan bezeichnet das Glgk

sid vom Quercen als Rutin.Durch die Glykosylierung steigt die Polaritat der Flavonoide,
was die Speicherung von Flavonaid@ den Vakuolen der Pflanzenzelle erm6gligBH].

Dem Quecein werden in zahlreichen Studiegesundheitsfordernde Wirkungen zugesehri

ben. Néen antikanzerogenen, antimikrobiellen, antiddematdsen, antiinflammatorischen und
immunmodulierenden Whungen zeigt Quertc@ ausgepragte aokidative Wirkung[34].

Die antiinflammatorische Eigenschaften beruhen auf dehibition entziindungsfordernder
Enzyme (Cyklooxygenase, Lipoxygenase), sowie auf der anschlieRenden Hemmung der
Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie z.B. Leukotrienen und Prostaglandinen
[33,34] Verschiglene Studien zeigen, dass Quércen vitro den Redoxstatus von Zellen
beeinflussen kann. Dabei kann Quetirc entweder direkt als Radikalfanger oder indirekt
(z.B. durch das Abfangen von freien Metallionen, Modulation bestimmter Enzymsysteme,
Regeneration physiologischer Antioxidantied¢n Redoxzustand der Zelle beeinflusse
[35]. Darlber hinaugeigtenin vitro-Studieneine wachstumshemmende Wirkung v@ue-

cetin auf fast alleTumorzellinien[33]. In der Tumorzelle beeinflusst Quette zahlreiche
Molekile, die innerhalb der verschiedenen Signalkaskaden der Tumorzeldie farolife-
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ration und antiappoptisctvirken [33]. Zusatzlich hemmt Quertia die Topoisomerase 1
und 2, vermidert Her2-neu undVascular Endothelial Growth Fact¢vEGF) und hemmt
die Migration der Tumorzellen [33Purch die dstrogenage Wirkung von Qercetin auf
die Prostata kann Quetaesowohl in der Behandlung als auch in der Pravention vos-Pro
tatakrebs helferi36]. Des Weitererverstarkt Queretin die Wirkung von ZytostatikaBe-
merkenswert ist die Eigenhaft von Querdei n A Mredistenteiumarzelfien gege

Uber Zytostatika zu sensibilisieré3s].

Neben dieserprotektiven Wirkungen von Quertte weisen einige Studieebenfalls auf
mutagenaind kanzerogenkigenschaften des Quetirehin [37]. Die Mutageniat von Que
cetin wurde ebenfalls soohl im AmesTest als auch in verschiedenarvivo-Studiennad-
gewiesen[38, 39] Auch in Tieexperimenten konnte eine deutlich erhdhte Inzidenz von
Tumorbildung nachgewiesen werd@7]. Dennoch kann beim Menschen kein kangeres
Risiko abgéeitetwerden [32].

OH O

Abb. 1-4: Die Strukturformel von Quercetjd0].

1.2.1.2 Kaempferol

Kaempferol ist ein Flavonoid, das in vielen essbaren Pflamvadeommt(z. B. Tee, Br&-

koli, Weil3kohl, Grinkohl, Bohnen, Endivien, Porree, Tomaten, Erdbeeren und Trauben).
Kaempferol ist einer der wichtigsten Bestandtelié inder traditionellen Medizin verwe
deenPflanzenarteriz.B. Ginkgo biloba, Tilia spp , Eqeetum spp , Moringa oleifey§1].

Einige epidemiologische Studien zeigten einen positiven Zusammenhang zwischea der K
empferolaufnahmend einem geringeRisiko fur die Entwicklung mehrerer Erkrankungen
wie Karzinomeund HerzKreislaufErkrankungen. Zahlreiche préaklinische Studien haben
gezeigt, dass Kaempferol und einige Glykoside voerKgferol pharmakologisch untera
deremantioxidative,entzindungshemmende, antimikrobiebatikanzerogene kardiopio-

tektive, neuroprotektive, antidiabetische, antiosteoporotische, sz$titende und atnel-
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lergische Wirkungen habgtl]. Auf der molekularen Ebene kommt es unter Einwirkung
von Kaempferol zu einer Beeinflussung von Signalmolekilen, HemmunBrdéferation
und Metastasen und Auslosung der Apoptd}. Darlber hiaus hemmt Eempferol die
Sekretion vonVEGF und unterdriickt dadurctlie Angiogense [42, 43]. Inmunozytocle-
mische Studien zeigtewlass Kaempferol zur Hemmung der Expression und der Funktion
von OstrogerRezeptorfJin menschlichen Brustkrebszell&ithrt [44]. Zusatzlich beruht die
antiproliferative Wirkung von Kaempferol auf Abnahme der Expressian Rmgesteron
Rezeptoren ( PgR, Cyclin D1 und Insulinrezeptorsubstratl (IRB. Uberdiesblockiert
Kaempferol die durch Ostradiol induzierte Zellprolifiéva [44].

OH

HO O

OH
OH O

Abb. 1-5: Die Strukturformel von Kaempferg45].

1.2.1.3 Chrysin

Chrysin ist ein unteranderem aus der Passionsblume extrahiertes natirlich vorkommendes
Flavonoid B6]. In hohen Konzentrationen ist Chrysin in Honig und Propolis zu finden
[47,48]. Chrysin ist einhocheffektiver Aromatasehemmer, dieser blockiert das Enzyon Ar
matase, das beim Mann fir die Umwandlung von Testosteron in Ostrogen benétigt wird und
bei der Frau fur die Aktivierung von Ostrogenvorstufen zu aktiven Ostradiol verantwortlich
ist [46,47]. DasEnzym Aromatase ist im Fettgewebe besonders §k@l Mit zunehme-

dem Alter wird daher immer mehr Testosteron in Ostrogen umgewandelt, weil dielMuske
masse im Menschen abnimmt und somit das Fettgewebe zunimmt. Darliber hinaus werden
Aromatasehemmer besbers bei hormonempfindlichen Mammakarzinomen eingesetzt.
Wahrend die Krebs vorbeugende Wirkung von Chrysin hauptsachlich fir Frauen @on Int
resse ist, hilft es Mannern, ihren Testosteronspiegel zu erhéhen. Ein hoher Testosteronspi
gel verbessert die Potenund die Vitalitat, hebt die Stimmung, beugt Herz
Kreislauferkrankungen und Diabetes vor und vermindert die altersbedingte Muskelatrophie
[46].
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In vitro-Studien zeigten sich die positiven Wirkungen von Chrysin auf Spermienparameter
bei Ratten. Hierbei ham sich die Spermienkonzentration, die Spermienbeweglichkeit und
der Serumtestosteronspiegel offensichtlich verbessert, wahrend abnorme Spermienraten
durch ChrysirBehandlung deutlich verringert wurden. AbschlieRend wird vorgeschlagen,
dass Chrysin die Fpflanzungsorgane bei Ratten positiv beeinflussen kann. Des Weiteren

kann Chrysin fur die Behandlung der ménnlichen Unfruchtbarkeit eingesetzt wégjlen [

Interessanterweise zeigt Chrysin in einem Tierversuch auch eine angstlésende umd entspa
nende Wirkug. Dieser Effekt wird offenbar insbesondere Uber GABAw. Benzodiag-

pin-Rezeptoren vermittel6).

OH O

Abb. 1-6: Die Strukturformel von Chrysin [51]

1.2.2 Phytodstrogene

Phytodstrogene sihsekundare Pflanzenstoffe, diediglich strukturelleAhnlichkeiten mit
Ostrogenen habgb2]. Durch den dhnlichen chemischen Aufbau kénnen Phytodstrogene an
die Ostrogenrezeptoren im menschlichen Stoffweclgsblunden werdenwodurch eine
Ostrogene oder auch antiéstrogene Wirkung erziett.\8ie lassen sich in 4 Gruppen tein

len: Isoflavone, Lignane, Stilbene und Coumest{®. lhre dstrogeneéWirkung liegt je-
doch im Vergleich zum tBetaOstradol um das1000 bis 1000@acheniedriger Andere-
seitskann die Konzentration von Phytodstrogenen im Korper bis zu 100 oder 18®0
hoher sein als die der endogenen Ostrod&8E Lignane und Isoflavone (Gengit, Daidz-

ein) sind die Phyto6strogene, die di@§re Bedeutung fir den menschlichen Stoffwechsel
haben53].
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0
HO 0
Coumestrol
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Hye™ ™ | OH
HO =
= OH
o | /CH3

Secoisolariciresinol (Lignan)
OH

OH

Resveratrol (Stilbenoid)

1 7 ‘estradiol.

Abb. 1-7: Strukturformeln der Phytotstrogene uhd’-Ostradiol [55].

Am Haufigsten findet man Phytodstrogene in Nisgelsaaten, Sojaodukten Getreide,
Brot, Hulsenfriichte, Fleischprodukten und anderen verarbeiteten Lebensmitteln, die Soja,
Gemdse, Obstlkoholische und alkoholfreie Getranke enthalten. Besonders reitdofan
lavonen sid Sojabohnen und deren Prodyki® Gegensatz dazu stellen Leinsamen die
wichtigste Hauptquelle fur Lignane dar [5@oumestane kommen in sehr wenigen pflanzl
chenLebensmitteln vor, z. B. in Alfalfa, S@ajund Kleearten. Der wichtigstéertreter ist
Counestrol,das die starkstéstrogenaVirkung unter dePhytodstrgenaufweisf53].
Resveratrol ist ein bekannter Stilb¥ertreterund kommt besonderns den Schalen de
Weintrauba vor [55].

Die Phytodstrogee habenzahlreiche positive Einfliss@ufgrund ihrer Mdglichkeitan Og-
rogenrezeptorerau binden und dadurch eine 6strogenahnliche Wirkunguisen werden

sie als Aternative zur Hormonersatztherapie zur Linderung
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der klimakterisch@ Beschwerdn und Senkung dé&3steoporosdisikos bei postmenopa

salen Fraueringesetz{56,57]. Darliber hinaus haben Studien ergeben, dass phytodstroge
reiche Erndhrung eine praventive Wirkung serschieden&rebsartenu.a. Mamm&ara-

nom) sowie auf HerzKreislauferkrankungeausiubt56 57]. Asiatische Frauen erkranken 5
mal seltener an Brustkrebs als Frauen in Amerika und Europa. Dies wird hauptsachlich auf
die Ernahrung in Asien zurtickgefuhrt: geringerer Fettanteil, viele Ballaststoffe, reichlich
Fisch und nicht zuletzt ein hoher Anteil anj&rodukten mit den darin enthaltenenyPh
toostrogene [58]. Des Weiteren Haen mehrere Studien ergebetass die Konzentration
von Sex Hormone Binding Globulins (SHBG) sich durch die Einnahme von Soja (tsoflav
nen) verandert hg69]. Durch Phytoostrogene kann dieoduktiondes Sex Hormone Bt

ding Globulins (SHBG)in der Leber erhdhtwerden. Das SHBG bindet im Blut &
schlechtshormone. Dadurainkt der Serumspiegel von freien Geschlechtshorm¢Dan
rogen, Testosteron undihydrotestosteron Das hat ebeso eine protektiveNirkung auf
verschiedene Krebsarten (u.aoftata, Brust und Darmkarzinom}59].

1.3 Ostrogene

Ostrogene sind Steroidhormone, die bei der Biausbildung und Entwicklung der wei
lichen Geschlechtsorgane untierkmale beeinflussen und zusammen mit Testosteudn
den Stoffwechsel undlie Knochenbildung einwirkerj60]. Sie werden hauptsachlich im
Ovar (in den Granulosazellen der Ovarialfollikel) bzw. in der Plazenta, aber adehNe-
bennierenrinde gebildet. Bei Mannern wamdsie auch in kleinen Mengen ifoden prod-
ziert. Zusatzlich wrden sie auch in geringer Konzentratioranderen Organeproduziert,
welcheAromataseaktivat aufweiser{(Muskel, Fettgewebe und Nervej®0]. Die wichtigs-
ten Vertreter deOstrogene sind Ostradiol, @isl und Ostror61].

Ostradiol Ostriol Ostron

Abb. 1-8: Strukturformeln der wichtigsten Ostrogene [61].
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Ausgehend von Cholesterin werden alle Steroidhormone gefdiZletDie Vorlauferhorm-

ne fiir die Ostrogene sind die Androgene (Androstendion und Testostei@munachst in
Thekazellen gebildet werden. Diese Ostroy@nstufen gelangen darwieder in die Gran-
losazllen, wo die Ostrogene synthetisiarérden[62]. Diese Reaktion wird durch das\E
zym Aromatase katalysiefabei wird eine Methylgruppe von-T9 abgespaltet under A-
Ring in eine aromatische Form umgewandéR]. Die Biosynthese der Ostrogene wird
durch Gonadotropine.B. dasfollikelstimulierende Hormor(FSH) und dasluteinisierende
Hormon (LH) reguliert. Die Granulosazellen des reifen Follikels exprimieren -FSH
Rezeptoren[63]. Im Gengensatz dazu findet manitial auf den Thekazellen nur LH
Rezeptoren. Die FSiStimulation bewkt eine Erhéhung der FSRezeptoenDichte und
der Aromataseaktivitdt sowie die Induktion von -Rézeptoren in den Granulosazellen.
Durch die LHStimulation weden Androgene vermehrt in dd@rhekazellen gebildef63].
Etwa 69% der Ostrogene im Blut sind 8HBG gebunden, wahrend ca. 30% an Albumin

gekoppelt sindAuRerdem liegica. 1% desOstradbls im Serumfrei vor undkénnen sich

damit an Ostrogenreptoren binden und dadurch eine biologische Funktion tarifaB].

09 FSH

cAMP

cAMP

8 ¥

» Androstendion ./ Estron
1

s— Testosteron Estradiol

Cholesterol —» — Androstendion

Testgsteron

xS O

Abb. 1-9: Das ZweiZell-System de®vars: LH= das luteinisierende Hormon, FSH= das follikelstimuliere
de Hormon, ATP= AdenosintriphosphaAMP= Cyclisches Adenosinmonophospf@sg].

1.3.1 Wirkung der Ostrogene
Die hauptsachliche Wirkung der Ostrogene ist die Foérderung des Wachstumsifumdg Re
der weiblichen Fortpflanzungsorgane uddr Entwicklung der sekundaren Geschlesht
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merkmale[60]. Bis zur Menopause bewirken Ostrogegine Proliferation der Schleiaut
des Uteus, diefiir eineFollikelreifung notwendigsind Ostrogene spielegine wichtige Rb

le beim Kn@henwachstum und beim Schlie3en &piphysenfuge wahrend der Pubertat.
Durch VerringerunglesOstrogenspiegslim Blut, z.B. in der Menopausést das Osteop-
roserisiko bei Frauen stark erhOoiuf3erdem schutzt dieses Hormwoar Arteriosklerose
[60]. Darliber hinaugannein verminderter 6trogenspiegel das Horvermdgen versdiec
tern. Uberdies sind sigichtig fir das Speichern von Gedachtnisinhalten, die Geh&usd
Sprache betreffef64]. Ostrogene beeflussendas Lipidmetabolismus, indem sie Serum
Triglyzeride undden High-densitylipoprotein (HDL)-Cholesterinspiegel erhéhen udén
Low-density Lipoprotein(LDL)-Cholesterinspiegel verminderier gunstigeEffekt von
Ostrogenen auflasHDL/LDL -Cholesterinverhaltnis kann di@rdiovaskularerErkrankun-
gen beeinflussef65]. Neben ihrer rezeptorvermittelten wachstumsfordernden Wirkung auf
Tumorzellen tragt die genotische Wirkung von Strogenen zur Enzerogenitat beiSo
werden beisielsweise geringere Mengen vorsttogenen in der Leber dircCYP3A4 und

in extraheptischen Organeturch CYP1A1 zu 2DH-CatecholOstrogenen umgesetzius
denen weiteChinone entstehen kénnen. Diese Chinone kirstabile bzw. depurinierende

DNA-Addukte bilderund somit mdglicherweise zu Mutationen fuh[éa].

1.3.2 Gstrogenrezeptor

Ostrogenrezeptoren sind Steroidrezeptoren zdieGruppeder nuklearen Rezeptoren geh

renund somit als DNAbindender Transkriptionsfaktor die Genexpression des Zielgens r

gul i eren. Man unterscheidet zwei SuRb.tiny pen v
Gegensat z zERUERIbn whe exprindetund Stedltreien starkererktiva-

tor der Transkriptindar [65]. Im Korper sind die beiden ttdgerrezeptortypen untechied-

lich verteitBesonders hohe Konzentrationen an ERU
zungstrakt, in der Brustdrise, im Knochen, in der glatten Muskulatur peripherer Blutgefal3e
und i m Hypothal amus. Hi n g datpeim Hodes in deElRrge, i m Ov
im Thymus undn derMilz stark angereicheif63]. Beide Gstrogenrezeptoren bestehen aus

sechs funktionellen Doméanen (AF): der Nterminalen A/B-Doméne, der DNA-
Bindungs@mane DBD (GDomane), der Dimerisierungschdne (BDomane), der Liga-
denbindungsdoméne LBD {Bomé&ne) und deam C-terminalenEnde liegendef-Doméane

(Abb. 1-10) [66]. Die Transaktivierungsfunktion des Ostrogenrezeptors wird durch die be

den Domanen AR und AF2 vermittelt. Wahrend die am-términalen Ende liegendekA
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tivierungsfunktion 1 (AFL, A/B Domane) Ligandennabhangig ist, ist die Aktivierusg
funktion 2AF-2 Domane) fur die Ligandeabhangige Tnasaktivierung verantwortlicf66].

1 595
ERo N- AB [ C D c

AF-1 AF-2

DBD
LBD

1 530

ERB N AB e D ¢
18% 97% 30% 59% 18%

Abb. 1-10: Doméanenstruktur der OstrogenRe z e pt or e n E RRBDomind= A&iRdrungsfunit
on 1 (AR1l), GDomane= DNAbindenden Doméanen (DBD), -Doméne= Dimerisierungsdoméne, - E
Domane= Ligandenbindungsdomih®&D), AF-2 Doméne= Aktivierungsfunktion 2-Bomane66].

Bezuglich der Aminosauresequenz zeigen beideo@shrezeptoren eine sehr dhnliche- D
manenstruktur. Die DNAindenden Doménen DBD {BDomane) der beiden Rezeptortypen
weisen eine 97%ige Ubereinstimmung auf, wahrend die Homologie der LighiraEmden
Domanen (LBD) zwischen beiden Rezeptoren nur ca. S&®&gt. Durch die groRe Ah
lichkeit der DNABIndungsdoménen ist es moglich, dass die beiden Rezeptortypen an die
gleichen DNASequenzen binden und ein gleiches Spektrum von Zielgenen regulieren
[63,66].

Normalerweise liegt der Ostrogenrezeptordiowesemeit eines Liganden imyfosol oder
im Kern als Komplex mit anderen intrazellularen Proteinen[&6}. Nach Hormonbindung
kommt es zuDissoziation dieser Komplexe und ein¢onformationsanderungrransfo-
mation). DertransformierteRezeptor kann nun ineth Zellkern gelangen, wowvei horman-
gebundene Rezeptormolekile ein Dimer ausbilden. Dies kann mit hoher Afiinééatein
Ostrogenresponseslemant (ERE) in der Promotorregionsbogensensitiver Gene an die
DNA binden Dadurch kann mithilfe verschieden@o-Regulatoren die Transkription beei
flusst werder{63, 65] Neben diesem klassischen Signalweg gibt es auch andere Wege der
Aktivi erung,unabhangig vom genomischen Systétin alternativerER-abhangige Med
nismus ist der Membrainitiierte-Signalvweg, tei derOstrogerinduzierta-Signalisierung in
der Zellmembran odeim Zytoplasma ausgeldst wirf67]. Dieser Weg ist hauptsachlich
verantwotlich fiir eine Reihe von akuten ursthnelen Ostrogeneffekten unspielt eine
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entcheidende Rolle im NervensysteBkelett, Leber unth anderen Gewebebie menb-
ran-assoziierteOstrogenwirkung wird mindestens durch zwei Mechanismen vermittelt:
Crosstalk mit anderen Membranrezeptoren oder Aktivierung einer Vielzahl von zytaplasm
tischen Signalkaskade®tudien zeigtendass der MembraassoziierteER-Weg auch uber
die Aktivierung verschiedener ProteinkinasekaskadenzumeBeispie MAPK/ERK (mito-
genactivated proteirkinase/ extra@llular signalregulated kinageund Tyrosinkinase ve
mittelt werden kannObwohl dieMehrzahl der biologischen Wirkungen von Ostrogen durch
ERs vermittelt wird, haben neue Studien gezeigt, dass Ostrogene durch eiren ER
unabhéngigen Signalweg eine antioxidative Wirkung ausulehden oxidativen Stress
herabsetzen Zusatzlich zum 6strogebhédngigen ERNeg haben neue Beweisezgegt,
dassin der normalen Physiologie von Tieren, ERs auch auf eine ligamugvhangie We-

se durch vielfaltigeFaktoren, einschliel3lich dem Neurotransmitter Dopamin, Waclsstum
faktoren wie EpidermaWachstumsfakto(EGF) und insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1
(IGF-1), Aktivatoren von besonderen intrazellularen Signalpfadenbeigpielsweise Br
teinkinase C ProteirkinaseA, MAPK, Phosphatidylinositol -Binase aktriert werden ka-

nen Die liganderunabhangige Pfadéikierung ist gro3tenteils mit Phospiyberung von

ERs durch das Zellprotein Kinase verbunden. Zunsfdel kann EGF di®hosphorylierung

von Ser 118 in der AE-Doméanev o0 n ERU ausl °s e nonsaktivititvdni e Tr

ERU akt[a7lvi er en
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1.4 Selektive Gstrogenrezeptormodulatoren(SERMs)

SERMs sind synthetische, niestieroidale Substezen, die an die $rogenrezepten binden

und gewebespezifische @mjstische undantagonistische €drogenwirkungen ausiiben rkd
nen. Die am haufigsten klinisch eingesetZBtRMs sind Tamoxifen, Toremifen, Raloxifen
und Clomifen Die SERMs besitzen eine antidstrogene WirkungdagBrustgewebe und
kénnen zurWachstumshemmung von Ostesgrezeptorpositiven Brustkrebszellen eieg
setztwerden[65]. Am Knochengewebgerhalt sich Raloxifen wie ein €rogenagonist und
kann dadurch zur Behandlung und Vorbeugung von Osteoporose beiepoptausalen
Frauen eingesetzt waen [65, 66]. Auf molekdarer Ebene wirdlie AR2-Doméne des ER
durch die verschiedenen SERMs in unterschiedlichen Konformationen stabilisiert, die unte
schiedlche Affinitaten fur verschiedene CGBegulatoren besitzerDie gewebespezifiseh
ausgepragte agonistische bzw. antagonistische Wirkung der SERMs ist abhangig von der

gewebespezifischen Expression vonrA&ldivatoren und CeRepressoref65].
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1.4.1 Tamoxifen

Tamoxifen ist ein nichsteroidales SERM der Leneration und stelheutzutagedas am
haufigsten verschriebene Arzneimittel fur die Behandlung von allen Stadien von
Mammakarzinondar. Tamoxifen wurde von der Food and Drug Administration (FDA) im
Jahr 1977 fur die Behandlung von Frauen mit fortgedehem Brustkrebs und spatiir

die adjuvante Behandlung wo Mammakarzinonzugelassenef66]. Bei Frauen mit ER
positiven Mammakarzimon fiihrt die Behandlung mit Tamoxifen zu einer 50% jahrliche
Reduktion der Rezidivrate und einer 28%trjichen Reduktion der MortalitatDariber hn-

aus laben Stdien gezeigt, dass Tamoxifen dMaiftreterswahrscheinlichkeivom kontraa-
teralen Brustkrebsm die Halfteredwieren kannjedoch wurdesine deutlich héhere Rate
von vendsen thromboembolischen Ereignissen in derokden-Gruppe beobacht¢®1,66].

Die Wirksamkeit von Tamoxifen ist am starksten ausgepragt bei Frauen rpb$tfRrem
Mammakarzinom, hingegen profitieren Frauen mit-iggativem Mammakarzinom nur
wenig von Tamoxifer1]. Im Vergleich zum @tradiol ist die Affinitat von Tamoxifen zu
ERUnd ERDB um den F aokasorelativinbhe Dasen eah Tamgxfan ei
gesetzt werden missdf3]. Wahrend Tamoxifen eine antagonistische Wirkung das
Brustgewebe auslbhesitzt eseine agonistische Wirkung aufie Knochen,das Serum
Lipidprofil und das HerzKreislautSystem.Eine schwerwiegende unerwtnschte Wirkung
von Tamoxifen ist eine erhdhte Inzidenz von Endometriumkarzinom aufgrund seimer une
winschten agonistische Aktivitat in der Gebarmufé&j. Die erforderliche dgliche Dosis

von Tamoxifen betragR0 mg, eine Dosiserh6hung auf 30 oder 40 mg/Tag bringt eine Ve
besserung der Behandlungsergebnisse. Der Tamoxifeneffekt ist abhangig von dereTherapi
dauer.Klinische Studien zeigten, dassie 3bis 5jahrige Tamoxifenbehandlung effektive

ist als die 2jahrige Behandlungeine mehr als$ahrige Behandlung fiihrt zu keiner Vegbe
serung der Behandlungsergebni$2&]. Fast alle Patienten mit fortgeschrittenem Brus
krebs, die am Anfanguh die TamoxifeRTherapie anspden, entuckelten schief3lich eine
Resistenz gegen dieTherapief66]. Diese ist meistens assoziierttider Herunterregulation
der&trogenrezeptoren, einem verandertem ERU/
pressionsspektrunvon Coregulatoren sowie gesteigerte MAPKNd Aramataseaktivitat
[63].

29



2. Zielsetzung

Neben den bekannten lebenswichtigen Vitaminen, Mineralstoffen und Ballaststoffen stellen
die sog. sekundaren Pflanzenstoffen, &lavonoide, seit einigen Jahren fir die Wisse
schatftler ein interessantésrschungsgebt dar.Sekundare Pflanzenstofsechtitzerdie Zd-

len in unserem Korparnd kdonnerKrebserkrankungerorbeugenDabeizeigten epidena-
logische Studien, dass asiatische Frauen, die haufig sekundare Pflanzenstoffe Uber Sojapr
dukte zu sich nehmen, eigeringeresRisiko flir klimakterische Beschwerden und

Mammakarzinora haben.

Ziel dieser Arbeit ist die funktionelle und zytxische Untersuchung d&virkung komme-

ziell erworbener Flavonoide (Quetie, Kaempferol und Chrys) auf maligne Mammaka-
zinomzellen (MCF7 und BT20) und benigne veranderte Mammazellen (MCFl®a un
MCF12a) Die Einflisse von dgen Flavonoiden auf den oben erwahrefilinien werden
durch drei verschiedernia vitro-Testverfahren beobachtet. Dabei wurdiie Zytotoxizitat
undderen Einfluss auf Vitalitdt und Proliferation der malignen und benignen Mammazellen
getestet.Darliber hinaus ist die Wirkung von Testsubstanzen auf Mammakarzinomzellen
dosisabhangig, deswegen wurden in dieser Arbeit auch verschiedene Konzentrationen der
Testsubstaren Uberpriftin dieser Abeit wurden Tamoxifen und 1-Ostradiol als Ka-
trollsubstanzerverwendet.Beim Mammakarzinom ist auch die Kenntiiber die Abhéa-
gigkeit des Wachstums der Tumorzellen von den Hormonen Ostrogen und Progesteron
gro3e therapeutischer Bedeutung. Ein Hormon kawom das Zellwachstumbeeinflussen,
wenndie Zellen auf deren Oberflactepezielle Rezeptoren fur das betreffende Hormen b
sitzen. Der Rezeptorstatus der Zelltypen wurde durch immunhistochemische Verfahren u
tersucht.Sekundare Pflanzensfef welchestrukturelle Ahnlichkeit mit Ostigen besitzen

kénnen an @trogenrezeptoren binden und somit das Zellwachstum beeinflussen.
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3. Materialien und Chemikalien

3.1 Tessubstanzen
1 Quecsin: (SIGMA)
1 Kaempferol (SIGMA)
1 Chrysin (SIGMA)

3.2 Kontrollsubstanzen
1 Tamoxifen(SIGMA)
1 17-b-Ostradiol(SIGMA)

3.3 Zellkulturmedien
91 Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM)High Glucose (4,5g9/) mit L-
Glutamine, Phenol Red und 3,7 g/l NaHCO3, ohne Sodium Pyruvate (PAA THE
CELL CULTURE COMPANY) .
o—> Fir MCF7 Zellen
1 Roswell Park Memorial Institute (RPMImit L-Glutamine, ohne Phenol Red (PAA
THE CELL CULTURE COMPANY).
o—>  Fir BT-20 Zellen
1 Nutrient Mixture F12 (Ham's F12): mit 10% Horse Serum, Pen. /Strep., Amphot.
und Supp. Mammaepithel (PAA THE CELL CULTURE COMPANY).
o—> Fir MCF 10a und MCF 12a Zellen

3.3 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden vier verschimtke Zelllinien verwendet:

(1) MCF-7: Ostrogenrezeptorpositve maligne Mammakarzinomzellen

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane Mammakarzinomzellen der Linie7MCF

Die MCR7 Zel | en bestehen aus epithelialen Ad:
Ostrogenrezeptord8]. Vor einigen Jahrzehnten wurden die MZEellen der 69ahrigen
Ordensschwester Catherine Frances aus einem Pleuraerguss entnommen. In dem Namen
MCF-7 steht MCF fur Michigan Cancer Foundation, der Institution in Detroit, die diese

len fUr Forschungseinrichtungen weltweit erméglichte. Die Zahl 7 gibt die notwendigen B

opsien an, die unerlasslich waren, um die der Patientin entnommenen Zellen im Labor weiter
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zu zuchten. Dies erfolgte schliel3lich nach der siebten Biopsie. Das \Wactxsh MCF7

Zellen ist einschichtig und adharent auf dem Boden von ZellkulturflagéBgn

(2) BT-20 : Ostrogenrezeptornegative maligne Mammakarzinomzellen.

Die Zellkulturlinie BT-20 ist eine humane epitheliale Mammakarzinomzelllinie. Die2BT
Zelllinie wurde im Jahre 1958 durch die Entnahme eines Tumors, bei eHj@nrigen Kai-
kasierin durch Laarques und L.Ozzello etabliert [6BT-20 Zellen weisen keine Express

on fiir die Ostrogenrezeptoren auf. AuBerdem exprimieren sie die Ostrogenrezeptor mRNA,
welche éne Deletion im Exon 5 aufweist [70Pas Wachstum der BZ0 Zellen wird durch

den Tumo+NekroseFaktor alpha (TNFalpha) inhibiert [70]

(3) MCF-10a : Ostrogenrezeptornegatie benigne Brustepithelzellen.

Der Name der in dieser Arbeit verwendeten MR Zellen stammt ebenso von der Mich
gan Cancer Foundation. Die MCF&0Zellen leiten sich vom Mammiapithel ab. Die
menschlichen Brustepithelzellen M@PB sind eine Subklasse von spontan immortalisierten
Epithelzellen, die aus einer Mastektomieprobe eiggBrigen pramenopausalen Patientin
mit einer fibrozysischen Erkrankung hervorgingen [7Mon den urspriinglichen diploiden
sterblichen Zelllinie (MCFLOM) wurden die zwei unsterblichen Zelllinien MABA (an-
haftend wachsende Zellen) und MTEF (Schwimmaellen) etabliert und fir mehr als 4hda

re kultiviert Die MCF10a Zellen sinddstrogenrezeptornegative Zellen [72]

(4) MCF-12a: Ostrogenrezeptorpositive benigne Brustepithelzellen.

Bei den MCF12a Zellen handelt es sich um modifizierte weibli@nastdrisenepithelzellen

humanen Ursprungs. Bei diesen Zellen besteht eine genetische Ausschaltung der Apoptose.
Dadurch kdnnen sie sich unter idealen Wsismsbedingungen endlos teilen [78fegen

dieser Veranderung besitzen sie eine erhohte Chromosohhéhiza 64), statt demormalen

46 in humanen Zellen [74Ppie MCF1 2 a Zel |l en sind ¥strogenreze
exprimieren ebenso den®@oteingekoppelten OstrogeRezeptor 1 (GPER). Dadurchrko

nen Ostrogene die Proliferation von MQEa Zellerbeeinflusserf75].
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MCF-10a Zellen 24.Passage MCF-12a Zellen 45.Passage

Abb. 4-1: Lichtmikroskopische Bilder der Zelllinien, 20x BildvergréRerung (diverse Zellen sind

schwarzerPfeilen markiert)

3.4 Gerate
1 Brutschrank: (Temperatur ist 3€, 5% Kohlenstoffdioxid) Function Line (Heraeus
Instruments GmbH, Hanau)
Kuhl- und GefrierschrankLiebherr Premium (Liebherr)
Zellkulturflaschen: 25c 75c¢nf, 150cn? (TPP Techno Plastic Products AG)
Zellkulturplatten: 24 und 96Well-Platten(TPP Techno Plastic Products AG)
ReaktionsgefaRe 50 pBruner bie one Cellstar R
Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen
Rohrcherund Eppendorfstander
Kryoréhrchen: 2.0 m{TPP Techno Plastic Products AG)

= =4 =4 4 -4 A -5 -9
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= =4 4 4 A4 -4 -5 -2 -5 -2

T
T
T
T

Reagenzglasshiittler. (Heidolph)
Rohrchenschuttle(Heidolph)

Zentrifuge Hettrich

Zentrifugenrohrchen

Sterilbox Heraeus

DesinfektionsmittelBacillol R plus, Bode

Parafilmt (American National CanTM)
Birker-Zahlkammer Poly-Optik GmbH, Bad Blankenburg
Objekttrager, Deckglaser

ELISA-Photometer BioRad Modell 680 (Microplate Reader, BioRad Laboratories

GmbH, Minchen)

Mikroskop: Olympus CK2TR (Optical Co., Ltd., Japanfarl Zeiss Axiovert 40 C

(Carl Zeiss Micro Imaging GmbH Gottingen)
PH-Messgerat

Laborwaage

Messzylinder

Becherglaser

3.5 Chemikalien

= =4 4 4 -4 -4 -5 -4 -5 -5 -2 -5 -2 -2

Penicillin / Streptomycin(PAA THE CELL CULTURE COMPANY)
Amphotericin B(PAA THE CELL CULTURE COMPANY)
AbsoluterEthanol
DMSO: Dimethylsulfoxydrein (G. Vogler b.v. Rotterdam)
PBS: Dul b ¢PAA THE&E €SELP BLATURE COMPANY)
Trypsin(PAA)
Trypanblaul6sungGIBCO)
Tritonlésung(FERAK Berlin)
Fetales Kéalberserum0% FKS (Biochrom AG)
HCL: 37%, fur LDHZytotoxizitatstes{Carl ROTH)
Tetramethylbenzidin: zum BrdZellproliferationstes{KIT BrdU-Test)
H,SO, : 30%, zum BrdWZellproliferationstes{Carl ROTH)
Formafix : 4%ig, zumHC (Grimm med. Recyclin GmbH)
Wasserstoffpexid: H,O, 0,3%(MERCK)
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1 Chromogen LinRed: zuiHC, (Linaris-Biologische Produkte GmbH)
1 Sekundarantikdrper: Imm PRESS TM Reagent Peroxidase|l2Gm

3.6 Antikorper zur Immunhistochemie
 Ostrogenrezeptott Monoclonal Mouse AntHuman Primary EstrogeReceptor
(NOVOCASTRA)
Ostrogenrezeptds: Mouse AntiEstrogen Receptor. BETA 1 (Serotec)
Progesteronreceptor: Monoclonal Mouse Artiman Progesteron Receptor Clone
PgR636(DAKO)

4. Methoden

4.1 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinien wurden in einerikinfriermedium éntsprechender Nahrmedium mit 20% FKS
und 10% DMSO bei80 °C) gelagert, um sie fur lange Zeit zu erhaltéach Auftauen der
Zellen wurde die Zellsuspension in ein 50 ml R6hrchen mit 15 ml des geeigneten Nahrmed
umsund 10% FKSpipettiert. Danach wurde die Zellsuspension bei 1000 rpm fur 5 Minuten
zentrifugiert. Die Zellen haften nur am Boden des Rohreher Uberstand wurde abg
gossen undlie Zellen wurden in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in eine kleine
Zellkulturflasche Uberfltr Danach erfolgte die Kultivierung der Zellen im Brutschrank bei
37 °C und 5% C@ Alle Arbeiten an den Zellkulturen faed unter der Sterilbank statt. Die
Zellmedien wurde dreimal pro Woche gewechselt. Wenn mehr als 78e% Flascherds

dens mit adharemeZellen zugewachsen war, wurden die Zellen in gro3ere Flaschexn pass
giert. Zuerst wurde das gesamte Medium eniter Glaspipette abgesaugt. Danach wurden
die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, um das FKS auszuwadétiedie Ablosung der Ze

len vom Flascherdrlen erfolgte die Zugabe von 5 ml Tryp&BDTA. AulRerdem wurdéie
Kulturflaschefur Ca. 510 min im Brutschrank inkubierZum Neutralisieren erfolgte die
Zugabe von 7,5 ml Medium,adurch wurde die TrypsiReaktion beendet und die Zd¥st
rung der Zellen drch Trypsin verhindertDas Ganze wurde in ein 50 ml Zentrifugenréh
chen dberfiihrt. Danach erfolgte die Zentrifugation fir 5 Minuten bei 1000 rpm und der
Uberstand wurde abdekantiert. Es wird nun ein neues Medium zugegsibeierinhalt gut
geschutteltDie Zellsuspension kann jetzt als neue Passagenien neue Zellkulturflasche

gegeben werden oder fir verschiedene Untersuchungen verwendet werden.
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4.2. Bestimmung der Zellvitalitat

Eine Voraussetzung fir die Durchfihrung aller Untersuchungen ist blargader Lebed-
zellzahl, weil fir alle Experimenteine bestimmte Lebendzellzahl eingesetzt werden sollte.
Mithilfe von einerBrikerZahlkammer wurde die Lebendzellzahl bestimig.wurden 360

pl Medium, 20 pl Zellsuspension und 20 pl Trypanblau in eiBependorfTube vermischt,
sodass eim 1:20 Verdinnung erfolgt®urch Zugabe von Tpanblau kénnen dieten Zé-

len kenntlich gemachwerden Trypanblau ist ein anionischer Azofarbstoff, derch def&-

te Zellmembranen ins Zytosol eindringt und damZelproteine bindetDadurch erhalten
diese Zellen einklaue Farbung und werdemter dem Mikroskop sichtbar. Hingegenible
ben die lebenden Zellehell, wodurch eine Unterscheidung zwischen den beiden Zellen
moglich wird. Nach dem Auflegedes Deckglases adie BurkerZahlkammer wurdenat

rauf 20 pl angefarbten Suspensmufgetrgen.Dann erfolgte die Lichtmikroskopische gu
zahlung der lebenden Zellen aus jeweils 5 x 5 kleinen Quadranten beider Seitemimder Ka
mer. Die Berechnung der Gesamtlebendzellzabl m konnte mit der folgenden Formel
bestimmtwerden. Der Verdinnungsfaktor betragt 10. Auf die gewtnschte Zellzahl pro ml

konnen noch weitere Verdinnungen durchgefuhrt werden.

Zellen/ml = gezéhlte Zellzahl 2 x 25 Quadraten) x 1QVerdiinnungsfaktor) x 10

3t ==
Jass i = 2
BE 3 3 =

Abb. 4-1: Schematischer Darstellung einer Burg&hlkammer unter dem Mikroskop
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4.3 Test und Substanz/orbereitung

Mithilfe der folgenén Tess (MTT-Test, BrdUTest und LDHTest) wurde die Wirkung der
drei Flavonoide (Quercéin, Kaempferol und Chrysin) auf d\talitat, Zellproliferation und
Zytotoxizitat in den verschiedenen Zelllinien untersucht. Fir die Durchfihrungxgben-£
mente benotigt man moglichstie gleich@ Mengen an Zellzahl pro Experiment. Nach-B
stimmung detebendzellzahivurden bei allen Experimenten jeweils etwa 5% Zéllen/ ml
eingestellt. Die Durchfihrung déolgenden Experimenterfolgte unter sterilen Bedingu
gen auf 96Wellplatten. Die untersuchten Flavonoide hatten eine Ausgangskunation
von 10mgml und wurden weiter mit Ethanol verdiinnt. Sie wurden jeweils in einem Ve
héltnis von 1:100 in die 98Vellplatten gegeben. Die Endkonzentration der Testsubstanzen
sieht man in Tab.-4. Fir jede Zelllinie wurde jeder Test dreis viemal wiederholt und
pro Versuch wurden vier Ansatze durchgefuldariber hinaus wurden auch auf jeder
Wellplatte weitere Kontrollen durchgefuhiazu gehoren Blindwert und Negativkontrolle
1 und 2.Der Blindwert enthielt nur das entsprechende Medium ohne@dDie Negatv-
kontrolle 1enthielt die Zellen mit ihrem jeweiligen Nahrmedium. Zusatzlich zur Negati
kontrolle 1 enthielt die Negativkontrolle 2 auch 96% Ethanol, das als Losungdiinititle
Extrakte verwendet wurddurch die Verwendung von Tamogif und Cstradiol wuden
deren Wirkungen auf die Zeltlien dargestelltDabei bé&ragt die Ausgangskonzentration
von Tamoxifen fiir die Tests TM (=mol/l) und nach 1:100 Verdiinnung betrdig Erd-
konzentration 10 M (=mol/l). Als Basiskonzentration vo®stradiol wurde 1d M (=mol/l)

festgelegt.

Tab. 4-1: Endkonzentration der Testsubstanzen

Endkonzentration der Testsubstanzen in pg/mi
Quercdin Kaempferol Chrysin
100 100 100
50 50 50
5 5 5
0,5 0,5 0,5
0,2 0,2 0,2
0,1 0,1 0,1
0,05 0,05 0,05
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4.41mmun histochemie (IHC)

Mithilf e der Immunhistochemie wurde diex p r e s s i boznw-Qbtebgenrékeptoren in

den verwendeten Zelllinien untersucht. Daneben wurde auch das Vorhandensein ven Proge
teronrezeptoren nachgewieseliiese Rezeptoren wurden mithie des Al mmPRESS |
s al Reagenz Ant. Moause/ Rabbi't Il g Kib-A wvon
stratkit f¢gr Peroxidasefi von LI NAdheAti-nachage
genAntikdrperReaktion wobei eine sensible PeroxidaReaktion ene wichtige Rolle

spielt. Durch Bindung der Antikérper an den Rezeptoren hén die Ostrogenrezeptoren

markiert und gekennzeichneterden. Hierbei binden die Primantikorper an das Epitop

des entsprechende- bz WER iidgreProgestéraRez&otor). dieen- U
zymmarkierte SekundaAntikorper, an denen Peroxidase gekoppelt wurde, sind gegen
PrimarAntikorper gerichtet und kénnen an didsaden.Als Substrat fur die Peroxidase
wurde das sensitive Chr omogen ReloiidasBrealtion d a z u ¢

eine rote Farbe entstand und dadurch die zelluldantigene nachgewiesen werdemkiten.

¥
o
o\
JJ
a0 A Antigen
J9 d
== Dextranpolymer
W e N
2, Sekundarantikdrper
I %%, Y Primarantikirper
e v J :-’3).,\) E
Ax W | eEem

Abb. 4-2: Schematische Darstellumgm immunhistochemischen Verfahrigi].

38



4.4.1 Durchfiihrung der Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie erfolgte die Zellaussaat auf eifrd/@4Platte.Es wurden 300

ul der jeweiligen Zellsuspensianit einer Konzentration von 250.000 bis 30 Zellen/ml

in jedes Well pipttiert. Danach wurden die Wellplatten fi2 ITage im Bruschrank bei 37

°C und 5% CQinkubiert.Danach wurde das Medium abdekantiert und es erfolgte die Sp
lung der Zellen mit 200 pl PBS {bis 2mal). Nach Fixierung der Zellen mit 4% Formafix

fur 20 min wurden alle Wells zweimal hintereinander mit PBS fuejsab min gewaschen.
Danach wurde die endogene Peroxidakgvitat der Zellen durch Zugabeon 0,3 %igem

H,O; fur 30 mininhibiert und anschliel3end wieder 2 mal mit PBS gewascdenunspei

fische Reaktionen in den Zellen durch nattrlich vorhandenes Biotin (Vitamin B7)cu bl
ckieren wurde eimdorseSerum tropfenweise fir 20 mimnzugeftigt Es erfolgte danach die
Zugabe der spezifischen Prim&ark ( ERU, ERDb und PR). I n die
anstatt eines Primarantikbrpers 2 Tropfen HeBseum gegeben und die Zellen so Uber
Nacht im Kihlschrank bei ca. 4 °C inkubieMm nachsten Tag wurden die Zelleangal

mittels PBS gspilt und anschlieend wurden 2 HisTropfen des Sekundarantikérpers
(Peroxidase INMmPRESS) flr ca. 30 bis 45 min dazugegéeh der Inkubation mit dem
Sekundarantikmr wurden die Zellen nochmalsn3al mit PBS gspult. Zuletzt erfolgte das
immunhistochemische Farbeverfahren. Hierbei wurden als Substrat fur die Pergxmlase
Wellca.35 Tropfen des sensitiven Chromogens ALIi
anschlieBend lichtgeschitzt fir ca3® min bei Raumtemperatur inkubieRann erfolgte

die Spulung mit Leitungswasser, um die Farbereaktion abzustoppen. Untdikierskop

konnte die Farbreaktion betrachtet und fotographisch registriert werden. Somit konnte der

Rezeptorstatus der Zellen beurteilt werden.

4.5 LDHi Zytotoxizitatstest

Durch den LDHTest lasssich der Zelltod bzw. die Zejlse und damit die Zytotoxizitat der
jeweiligen Testsubstanzen auf die verwendeten Zelllinienzellen quantitativ bestidagen.
Prinzip dieses Verfahren basiert auf die Bestimmung bzw. Messung detAkbNitat im
Zellkulturtberstand. LDH ist ein stabilesniZytoplasma aller Zelleexprimiertes Enzym,

das ein Schlisselenzym im anaeroben Stoffwechsel der Zelle daselitZerstorung oder
Schadigung der Zelle bzw. der Zellmembran flie3t LDH schnell in das Zellkulturmedium,

wo dies nachgewiesen werden kadierst katalysiert das LDiEnzym die Oxidation von
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Lactat zu Pyruvat. Gleichzeitig erfolgte die Reduktion von Nicotinafddnin-Dinucleotid
(NAD)+ zu NADH/H+. Dann katalysiert die Diaphorase die Reduktion vom schwach gelb
gefarbten Tetrazoliurbalz 2(4-iodophenyl}3-(4-nitrophenyl}5-phenyltetrazoliumchlorid
(INT) zu dem rot gefarbten Formaz&alz. Gleichzeitig erfolgte die Oxidation vom
NADH/H+ zu NAD+. DasgebildeteFormazan kanfetzt am ELISAReader photometrisch
bei einer Wellenlange von 490 nm und einer Referenz von 62Quamtifiziert werdenDie
Menge des entstandenen Formazans ist also proportiom@ahzahl geschadigter bzwoter
Zellen.Die Zytotoxizitat ist umso groRRer, jmehrdie Farbumwandlung von Hebtp (INT)
zuRot (Formazan) i4t77].

coo coo"
I LDH I
HO—-—C—H - c=0
| |
CH: CH:
Laktat Pyruvat
+
NAD NADH + H*

NO: NO:

_ Tetrazolium-Salz

Abb. 4.3: Prinzip des LDHTesteq77].

Durchftihrung

1. Zellkultivierung: Pro Well wurden 100 pl Zellsuspension der jeweiligen Zelllinie mit
einer Konzentration von ca. 500.000 Zellen/mif eine 96 WelPlate pipettiert.
Uber Nacht wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% G024 h inku-
biert. Auf jeder 96Well-Platte wurden jede Testsubstanz, der high control, dea-Neg
tivkontrolle 1und Zviermal untersucht.

2. Mediumwechsel: das alte Medium (10% FKS) wurde abgenommen und durch 198 pl
frisches Medium (1% FKS) pro Well ersetiianach wurder2 pl Testsubstanz in
das entsprechende Welligegeben. Bei der high contrelrden Triton x-100 und
das 1% FKS Medium (1:100 Verdunnung) verwendet dadon 200 pl in jeweils
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vier Wells pipettiert. Dann erfolgte 24 h Inkubation im Brutschrank (37° C, 5 %
CO,).

3. Pro Well wurden 100 pl der Zellsuspension aus dem Uberstand abgenommen und in
neue 96 WelPlatte gegeben, wobei die alt86 WellPlatten entsorgivurden. Dazu
wurden 100 ¢l / Wel |l Reaction mixture gege
fur 10 bis ® min im Dunklen inkubiert. Die Reaktion wurderdh Zugabe von 50
e | / WEeICl abgektoppt.

4. Messung am ELISAReader: die Farbreaktion wurde mit Hilfe eines ELiR&aders
(Wellenldnge: 490 nm, Referenz: 620 nm, Mischungszeit der Farbereagenz: 5 sec)
viermal in Form der Extinktion kolorimetrisch gemessen und mit Hilfe das Gomp
ter pr ogr ammeMa nfaMjiecrriio pklsalgn eemasserWerten wu-
dedie Zytotoxizitat mithilfe dieseGleichungfestgestellt

7 toto%iymmaEXtinkt4Ean nkrtowmen Negativkontr
Y Extinktion EabénKonbnoNegativkor

4.5 BrdU-Zellproliferationstest

Durch dieses Testverfahren konnte die Zellproliferation nach Verwendung der Tesisubsta
zen quantitativ bestimmt werden. Bromdesoxyuriddnd{J) ist ein chemisches Ar@jon

des Thymidin, das wahrend der DM8ynthese anstelle der Base Thymidin in DNA eing
baut werden kanrHierbei wurden die Zellen mittels Reagenz FixDenat fixiert und somit die
DNA denaturiert. Danach erfolgte die Zugabe vadWBAntikdrper, diedurch ihre Bindung

an der neu synthetisiertddNA das eingebaute BrdU detektieren kénnen. Danach erfolgte
die Zugabe eines Peroxidagekoppelten AntBrdU-Antikérpers Dadurch entsteht eimmk
munkomplex welchesmittels Zugabe voriletranethylbenzidin (TMB)zu einerFarbumse
zungfuhrenkann.Die resultierende Farbintensitat korreliert mit tengeder neu synthet
sierten DNA unddementsprechend auchit der Anzahllebendiger bzwproliferierender
Zellen. Die Absorption deReaktionsproduktes wird nhilfe vom ELISA-Readerbei einer

Wellenlange von 80 nm photometriscgemessef7§].
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Durchfiihrung

1. Zellkultivierung: genausowie LDH est wur den pr o MWenmnit 100 ¢
einer Konzentration vorb500.000 Zellen/ml in 9&Vell-Platten pipettiert und im
Brutschrank fg¢gr 24 h bhei 37¢eC und 5% CO2

2. Zugabe deExtrakte: in diesem @ritt erfolgte kein Mediumwechsel. In den jevireil
gen Wells auf der 98Vell-Platte wurde 1 pl der Testsubstanz pipettiert und fir 24 h
bei 37C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert.

3. Nach der Kultivierung wurden in jedes Well aul3er der backround control 10 BrdU
(verdinnt mit Nahrmedium 1:100) pipettiert utals Ganze fur 3 h bei 37°C und 5%

CO2 im Brutschrank inkubiert.

4. Denaturierung der DNAnach 3 h erfolgte die Entfernung des Mediums und wurden
200 ¢l / Welnlat AFifx,r ca. 30 min daleoagyeben.
durch Abklopfen entfernt.

5. Anti k°rperbindun®dU-PL@D wvedr/ kWeld sAcAlnutii onf
fur 60 min dazugeben Danach erfolgtedie Entfernung der AntBrdU-POD-
working-solution

6. Die Zellen werden nun-Ba | mi t 2 0 0- Wascliputferl(delosBim ki
liertem Wasser 1:10) gewaschen.

7. 100 p¥Well Substratsolution (Tetramethylbenzidiwurden fir 1615 min dazug-
geben. Danach erfolgte das Abstoppen der Farbreaktion durch Zugabe von 25
el / Wel | 1 M H2SO0O4.

8. Messung am ELISAReader: die Farbreaktion wurde mit Hilfe eines ELI®&aders
(Wellenlange: 490 nm, Referenz: 620 nm, Mischungszeit der Farbereagenz: 5 sec)
viermal in Form der Extinktion kolorimetrisch gemessen und mit Hilfe das Compu
ter progr ammeMa nfaMjiecrriio prleagties t r ieeWettenwohu s d e n

dedie Zellproliferationsratenithilfe dieserGleichungfestgestellt

Ext sttisounb sTteanz x 100% ( Negat i
- i

k
Zel | r ol% =f o—h . .
P Extinktion Negativkontroll
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4.6 MTT-Test

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Test fur die Beurteiluey Zellproliferation und
Zellviabilitat. Das Prinzip basiert auf der Umwandludgs gelben Tetrazoliumsalze$435-
Dimethylthiazot2-yl]-2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT) in violette, wasserunildsl
che Formazankristalle. Diese Reaktion erfolgte in den Mitochondrien durch mitochondriale
Dehydrogenasen des SucciiatrazoliumReduktaseSystems mit dem CofaktddADH.
Diese Enzyme sind nur in lebensfahigen Zellen aktiv, deswegen eignet sich die ddmwan
lung von MTT zu Formazan als Malf3 fir die Viabilitat und Proliferation lebendiger Zellen.
Bei der Negativkontrolle 2 betragt die Viabilitat 1003¢ starker die Farbuwandlung von
Gelb (MTT) nach Violett (Formazankristalle) istesto hoher istlie Anzahl der vitalen 2e

len und deren Stoffwechselaktivitat. Die Absorption dieser gefarbten Ldsamy mittels
ELISA-Readelbei einer bestimmten Wellenlange (in der Regeischen 500 und 600 nm)

guantifiziert werdenq9].

’O HN
+

N
ﬁ-N N
N* N ! N N
r NN
S \?_ CH, ! \e—CHS
MTT CH, Formazan CH,

Abb. 4.4: Prinzip desMTT-Tests [§].

Durchftihrung

1. Zellkultivierung: Pro Well wurden 100 pl Zellsuspension der jeweiligen Zelllinie mit
einer Konzentration von ca. 500.000 Zellen/ml auf eine 9d-WRlalte pipettiert. Fur
ca. 24hwurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5%, ®®ubiert.

2. Zugabe der Extrakte: in dieserolitt erfolgte kein Mediumwechsel. In den jeviceil
gen Wells auf der 98Vell-Platte wurde 1 pl der Testsubstanz pipettiert uircR# h
bei 37°C und 5% C@m Brutschrank kultiviert.

3. Zugabe des MTReagenz: 1 0 -ReapehzWieirbein dakligefeben und die
96 WellPlatte fir 4 h im Brutschrank (37°C und 5% g kubiert.

4. 100 ¢!l / Wel | Sol ubi |l i si er un gusdendazugegebe 1 0 %
und fur 24 h im Brutschrank bei37°C und 5% fxkubiert.
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5. Messung am ELISAReader: die Farbreaktion wurde mit Hilfe eines ELi®&aders
(Wellenlange: 570 nm, Referenz: 655 nm, Mischungszeit der Farbereagenz: 5 sec)
viermal in Form der Extktion kolorimetrisch gemessen und mit Hilfe das Compu
ter progr ammela nfaMjiecrriio prleagtiest r ieeWettenwohus den

de die Zellproliferationstte mithilfe dieser Gleichunfgstgestellt

Exti nk
Rel ativé%)z'\/italiE

tion Testegwubstvkoantx 010 ®&%:
xtinktion Negativkontroll

4.7 Satistische Auswertung

Die Experimentezur Uberprifungder Zytotoxizitat Proliferation und Vitalitat (LDH,
BrdU, MTT-Test) wurden bei allenier Zelllinien (MCF7, BT-20, MCF10a und MCF

129 fur jedeTestsubstanz-Bhal wiederholtPro Versuchwurden die Negativkontrollen, die
Sulstanzkontrollendie high control (LDHTest), die baaround controlBrdU-Test) sowie

die Substanzkonzentratien vierfach bestimmt.Damit die relativen und systematischen
FeHer minimiert werden kdnnen, wurde ein Feld der Wellplatte lediglich nur mit Medium
beflllt. Nach den einzelnen Durchfiihrungen wurden alle Felder der Wellplatte kontrolliert
und ausgewertatinschliel3lich des Feldes, welches nur mit Medium beftillt B&andwert

S. obige Formel)Daraus folgt, dass man die Me®grte des leeren Wells von den Messwe
ten der Kontrollwells als auch von den Messwerten der Testwells subtrahiddahat. die
Zytotoxizitat, die Proliferation und di¥italitat ermittelt werden komte, wurden die high
controll (LDH-Test) und die Negativkontrolle 2 (BrdWind MTT-Test) auf 100% gesetzt.
Aus den ermittelten Wertether Zytotoxizitat, der Proliferation undder Vitalitdt wurde der
Mittelwert und die Standardakeichungdurch das Programrvicrosoft Excel berechet.
Dariliber hinaus wurden die verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen sowie die
Kontrollsubstanzemithilfe vom Programm SPS@etestet, ob sie einen signifikantemEi
fluss besitzenUm die Signifikanz der Ergebnisse in Begzauf die Negativkontrolle 2
(BrdU-, MTT-Test) bzw. der high control (LDHest) zu erkennerwurden die Variablen (
die einzelnerKonzentrationen der Testsubstanzen und die Kontrollsubstanzen) auf-Signif
kanz mittels einer Regressionsanalyse getestefufiden T-Testbasieren Das Konfida-
zintervall der statistischen Tests lag bei 95%dwaoheine 5%ige Fehlerwahrscheinlichkeit
resultiert (P° 0,05,U = 5%). Die statistische Verfahren die in dieser Arbeit verwendet
wurde, wurden mithilfe des Institutér Biostatistik und Informatilder Universitat Rostock

durchgefuhrt.
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5. Ergebnisse

5.1. Immunhistochemie (IHC)

Mithilfe der Immunhistochemie wurddieE x p r e s s 4banw-Odtebgenrézeptoren und
der Progesteronrezeptoren in den verwendeten Zelllinien (K#T-20, MCF10a und
MCF-12a) nachgewiesenBeim Vorhandensein dieser Rezeptommigten die Zellen eine
Rotfarbung. Die Starke der Rotfarbungriediert mit der Haufigkeit dieser Rezeptoren in
den Zellen Bei den immunhistochemischen Untersuchungemrrden bei allen Zelllinien
Negativkontollen durchgefiihrt bei denerkeine Primarantikdrper verwendet wurden. Die
Negativkontrollen waren bei allereHlinien immer farblosAbb. 51 zeigteim Gegensatz zu
der Negativkontrolleeine deutliche Rotfarbung d&CF-7 Zellen Analog zu den MCH

Zellen zeigen auch die MCER2a Zellen bei den immunhistochemischen Verfahren auch eine
Rotfarbung(Abb. 52). Jede h i st di e Farbintensit?2at abh?2ng
> PR Das deutet daraufhin, dass die MCEnd MCF12aZel | en den ER U/ b,

Progesteronrezeptor besitzen.

— -—
—
G
MCF-7, PR positiv MCF-7, Negativkontrolle

Abb. 5-1: Mikroskopischer Nachweis der immunohistochemiscReaktionder Expression von Rezeptoren
(ER U/ b und -PZRlen MeBidvawy@®Berungdiverse Zellen sind mischwarzerPfeilen ma-
kiert)
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