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Abkürzungen: 

IARC      (The International Agency for Research on Cancer) 

BRCA1   Breast cancer 1 

BRCA2   Breast cancer 2 

ca.           circa 

HER2      Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 

CMF-Chemotherapie    Cyclophosphamid-Methotrexad-5-Fluororacil-Chemotherapie 

EC-Schema   Epirubicin-Cyclophosphamid-Schema 

EGFR      Epidermal Growth Factor Receptor 

DCSI       Duktale Karzinom in situ 

LCIS       Lobuläre Karzinom in situ 

ADH       Atypical Duktal Hyperplasia 

LN           Lobular Neoplasia 

MRT        Magnetresonanztomographie 

GnRH-Analoga   Gonadotropin Releasing Hormon 

TCH-Schema      Taxan-Carboplatin-Herceptin-Schema 

in vitro    Bezeichnung für organische Vorgänge, die außerhalb eines Organismus unter  

                künstlichen Bedingungen stattfinden. 

in vivo     Bezeichnung für organische Prozesse oder auch biologische Experimente, wenn     

                sie am oder im lebendigen Organismus ablaufen 

VEGF      Vascular Endothelial Growth Factor 

PgR          Progesteron-Rezeptoren 

IRS -1      Insulinrezeptorsubstrat1 



7 

 

SHBG     Sex hormone-binding 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    Desoxyribonucleinsäure 

ER Ŭ       Estrogenrezeptor alpha 

ER ɓ       Estrogenrezeptor beta 

DBD       DNA-Bindungsdomäne 

LBD        Ligandenbindungsdomäne 

AF-1       Aktivierungsfunktion 1 

AF-2       Aktivierungsfunktion 2 

ERE        Östrogen-response-element 

MAPK    mitogen-activated protein kinase 

ERK        extracellular signal-regulated kinase 

EGF        Epidermal-Wachstumsfaktor 

IGF-1      insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 

SERMs   Selektive Östrogenrezeptormodulatoren 

FDA        Food and Drug Administration 

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

Ham's F-12   Nutrient Mixture F-12 

°C           Grad Celsius, Temperatur 

cm2         Quadratmeter 

ml            Milliliter 

ELISA     Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

DMSO     Dimethylsulfoxyd 

PBS         Puffer (10x Dulbecco´s) 

FKS         Fetales Kälberserum 

HCL        Salzsäure 

H2SO4    Schwefelsäure 

H2O2       Wasserstoffperoxid 

ICH         Immunhistochemie 

CO2         Kohlenstoffdioxid 

Trypsin-EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

Rpm         revolutions per minute 

µl             Mikroliter 

MTT        3-[4, 5-Dimethylthiazol-2-yl] -2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid  

LDH        Laktatdehydrogenase 

BrdU        Bromdesoxyuridin 

M             molar, mol/l 

µg            Mikrogramm 

NADH+  Nicotindiamidadenindinukleotid 
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INT         2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid 

nm          Nanometer 

TMB       Tetramethylbenzidin 

SPSS       Data Mining Statistical Analysis Software 

usw.        und so weiter 

z.B.         zum Beispiel 

bzw.        beziehungsweise 

PLK -1    Polo-like Kinase 1 

PARP      Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 

CDK1     Cyclin-abhängigen Kinase 1 

IRS -1     Insulinrezeptorsubstrat 1 

AhR        Aryl- Kohlenwasserstoff ïRezeptor 

Bcl-2       B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL     B-cell lymphoma-extra large  

PPAR      Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor 
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1. Einleitung 

1.1. Das Mammakarzinom  

1.1.1. Epidemiologie 

Brustkrebs stellt die häufigste weibliche Krebserkrankung sowohl in Entwicklungs- als auch 

in Industrieländern dar, und ist die primäre Todesursache bei Frauen weltweit. Trotz gut do-

kumentierter Senkung der Sterblichkeit an Brustkrebs in den letzten zwei Jahrzehnten ist die 

Inzidenz weiter gestiegen. Durch die fortgeschrittene Therapie haben sich die Überlebens-

chancen deutlich verbessert [1]. Im Jahr 2010 betrug die Zahl der neu erkrankten Frauen in 

Deutschland 70.340, etwa 31% (s. Abb. 1-1)  und der Sterbefälle 17.466, etwa 17% (s. Abb. 

1-2). Etwa eine von acht Frauen erkrankt im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs [2]. Nach 

Angaben der IARC (The International Agency for Research on Cancer) wurden im Jahr 

2012 weltweit 1,7 Millionen Frauen mit Brustkrebs diagnostiziert. Mit 522.000 Todesfällen 

stellt Brustkrebs weltweit die häufigste Krebstodesursache bei Frauen im Jahr 2012 dar[3]. 

Zur Früherkennung von Brustkrebs wird das Mammographie-Screening eingesetzt. Dadurch 

wird die Sterblichkeit gesenkt und die Lebenserwartung verlängert [4]. Eine Studie in 7 

schwedischen Landkreisen, die ungefähr 33 % der Bevölkerung von Schweden ausmachen, 

zeigte durch ein organisiertes Mammographie- Screening-Programm an Frauen eine Reduk-

tion der Sterblichkeit um 40-45% [4].  

 

Abb. 1-1: Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in   

Deutschland im Jahr 2010 ( ohne nicht-melanotischen Hautkrebs ) [2]. 
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Abb. 1-2: Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefällen in Deutschland 

im Jahr 2010 [2]. 

1.1.2 Ursache und Risikofaktoren 

Als wichtigster Risikofaktor für Brustkrebs gilt die genetische Disposition, wobei etwa 5-

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

Formen des Mammakarzinoms erkranken, lassen sich Mutationen in den Breast-Cancer-

Genen BRCA1 und BRCA2 nachweisen [5]. Frauen, die Mutationen an diesen Genen tra-

gen, erkranken ungefähr 20 Jahre früher als Frauen ohne genetische Mutation und haben ein 

lebenslanges Risiko von 50-80% an Brustkrebs zu erleiden.  Ca. 60% der Genmutation tra-

genden Frauen können zusätzlich an einem kontralateralen Mammakarzinom und 10-40% 

dieser betroffenen Frauen an einem Ovarialkarzinom erkranken [5]. Auch zu den Risikofak-

toren gehören frühe Menarche, späte Menopause, Kinderlosigkeit, ein höheres Alter bei der 

ersten Geburt, Hormonsubstitution (Östrogene und Gestagene), orale Kontrazeptiva, Über-

gewicht, Bewegungsmangel, Alkoholabusus, Nikotinabusus und Frauen mit bestimmten 

gutartigen Brustveränderungen (lobuläre Neoplasien und atypische duktale Hyperplasien) 

[2]. Auch dichtes Brustdrüsengewebe ist mit einem erhöhten Risiko für Brustkrebs assoziiert 

und erschwert die Früherkennung von Brusttumoren mithilfe der Mammographie [6]. Frau-

en, die Linkshänderinnen sind, haben ein höheres Risiko an Brustkrebs zu erkranken, als 

Frauen, die mit der rechten Hand schreiben. Linkshändigkeit kann ein Indikator für intraute-

rine Exposition gegenüber Östrogenen sein, die das Risiko von Brustkrebs erhöhen können 

[7]. Darüber hinaus ist statistisch belegt, dass die linke Brust häufiger betroffen ist als die 

rechte Brust. Hierfür sind die Ursachen noch unklar. Aktualisierte Daten aus Schweden über 
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Seitenhäufigkeit zeigten, dass von 1970 bis 2006, 616 Männer an der linken Brust und 545 

an der rechten Brust erkrankten, was ein Verhältnis von 1,13, oder ein 13% höheres Risiko 

auf der linken Seite aufweist. Im gleichen Zeitraum wurden 96.354 Frauen mit linksseitigem 

Brustkrebs und 90304 mit rechtsseitigem Brustkrebs diagnostiziert, was ein Verhältnis von 

1,07 oder 7% höheren Risiko auf der linken Seite darstellt[8]. 

1.1.3 Die Entstehung von Brustkrebs 

Mammakarzinom ist eine bösartige Veränderung der Brustdrüse. Ein Tumor entsteht wenn 

neue Zellen ungebremst wachsen und alte Zellen nicht mehr absterben. Durch Streuung von 

lebensfähigen Tumorzellen können in anderen Organen Metastasen gebildet werden [9]. Je 

früher der Brustkrebs diagnostiziert wird, desto besser sind im Allgemein die Behand-

lungsoptionen. 85-90% der Brusttumoren gehen von den Epithelzellen der Milchgänge 

(duktales Karzinom) (Ductuli = lat. Gang) aus und 10-15% entwickeln sich aus den Drüsen-

läppchen (lobuläres Karzinom) (Lobuli = lat. Läppchen) der Brust [10]. Für die Größenzu-

nahme und den aggressiven Krankheitsverlauf des Brustkrebses spielen spezielle Wachs-

tumsfaktoren eine wichtige Rolle. Dabei stellt HER2-neu (human epidermal growth factor 

receptor2) einen speziellen Wachstumsfaktor-Rezeptor dar. Die Überexpression des huma-

nen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors 2 (HER2) wurde in 15% aller Brustkrebser-

krankungen beobachtet und ist mit einer schlechten Prognose hinsichtlich der Gesamtlebens-

erwartung verbunden [11]. Mit der Überexpression sind prädiktiv z.B. schlechtes Anspre-

chen auf Cyclophosphamid-Methotrexad-5-Fluororacil-Chemotherapie (CMF-

Chemotherapie), besseres Ansprechen auf Epirubicin-Cyclophosphamid-Schema (EC-

Schema), schlechtes Ansprechen auf eine hormonelle Behandlung bei rezeptorpositivem 

Karzinom und gutes Ansprechen auf eine Trastuzumabbehandlung zu erwarten [12]. Ein 

anderer Wachstumsfaktor-Rezeptor ist der EGF-Rezeptor (Epider-

mal Growth Factor Receptor, EGFR). EGF-Rezeptor-positive Karzinome sind häufig mit 

Lymphknotenmetastasen verbunden [12]. In vielen Fällen entsteht das Mammakarzinom 

multizentrisch. Am häufigsten (50-55%) sind die Mammakarzinome im oberen äußeren 

Quadranten lokalisiert. Der obere innere Quadrant und die retromamilläre Region sind mit 

gleicher Häufigkeit (jeweils ca. 15%) betroffen. Der untere innere Quadrant ist in seltenen 

Fällen betroffen (ca.5%)  [13]. Zu den häufigsten gutartigen Veränderungen der Brustdrüse 

gehören die Mastopathie und das Fibroadenom. Bei dem Fibroadenom handelt es sich um 

ein gutartigen knotigen Geschwülst, bestehend aus einem drüsen- und einem bindegewebi-

gen Anteil [14].  Es gibt auch einige gutartige Zellveränderungen der Brustdrüse, aus denen 
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ein Mammakarzinom entstehen könnte. Dazu gehören DCIS (duktales Carzinoma in situ), 

LCIS (lobuläres Carcinoma in situ), ADH (Atypische duktale Hyperplasie) und LN (lobuläre 

Neoplasie) [14] [15]. Diese Zellveränderungen sind weder tastbar noch erkennbar bei der 

Mammographie, welche die Erkennung diese Veränderungen erschwert. So können sich die-

se Zellveränderungen in der Mammographie als erkennbare Mikroverkalkungen darstellen. 

Andere diagnostische Untersuchungen sind Sonographie, MRT (Magnetresonanztomogra-

phie) und Farbdoppler. Diese noch auf ihren Ursprungsort begrenzten entarteten Zellen las-

sen sich meistens entfernen [14]. Überdies entwickeln sich ca. 80% der bösartigen 

Mammakarzinome aus den Milchgängen der Brustdrüse und werden als duktales Karzinom 

bezeichnet. Außerdem entstehen ungefähr 10% der bösartigen Mammakarzinome aus den 

Drüsenläppchen und werden als lobuläres Karzinom bezeichnet. Morbus Paget manifestiert 

sich als seltene meistens invasive Krebsform der Mamille und des Warzenvorhofs. Etwa 

30% der Brustkrebspatientinnen bilden im Laufe der Erkrankung Metastasen. Metastasen 

treten häufig in den  Lymphknoten, dem Knochen (z.B. Wirbelsäule, Rippen),  der Lunge, 

der Haut, dem Gehirn und der Leber auf [16]. 

1.1.4 Therapiemöglichkeiten  

Zur Behandlung von Frauen mit Brustkrebs stehen verschiedene Therapiemöglichkeiten zur 

Verfügung: Operation, Bestrahlung, Hormontherapie, Chemotherapie und Antikörper-

Therapie [17]. Die Behandlungswahl ist von verschiedenen Faktoren abhängig, z.B. Art des 

Tumors, seiner Größe und Ausbreitung, Alter und Zustand der Patienten (prä- oder post-

menopausal) sowie Tumorempfindlichkeit auf Hormone [18]. Auch unter Therapieverfahren 

und Krankheitsverlauf muss die psychosoziale und emotionale Lage der Patienten berück-

sichtigt werden. Dabei zeigen Entspannungsverfahren, psychoedukative Interventionen so-

wie psychotherapeutische Einzel- und Gruppenintervention Verbesserung auf die Kriterien 

Angst, Depression, psychisches Wohlbefinden und Lebensqualität [5]. 

Die Operation des Brustkrebses steht zunächst im Vordergrund [17]. Durch die operative 

Entfernung von Brusttumoren kann dies zur Heilung führen (kurative Therapie). Dabei wird 

das Tumorgewebe vollständig entfernt einschließlich der zugehörigen Lymphknoten. Heut-

zutage wird bei 60-70% aller Mammakarzinome eine brusterhaltende Operation durchge-

führt [18]. Kontraindikationen gegen eine brusterhaltende Operation sind Tumorbefall der 

Mamille, multizentrisches Wachstum, ungünstiges Verhältnis von Tumorgröße und Brustvo-

lumen, inflammatorisches Karzinom sowie Kontraindikationen gegen die obligatorische 
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Nachbestrahlung bei brusterhaltender Operation [18]. Im Anschluss an die brusterhaltende 

Operation ist eine Bestrahlung der erkrankten Brustdrüse inkl. der Thoraxwand obligativ. 

Dadurch wird verbliebenes Tumorgewebe in der Brust entfernt und die Lokalrezidivrate von 

30% auf 5% reduziert [19].   

 In den letzten Jahren hat die Anwendung der sog. neoadjuvanten systemischen Chemothe-

rapie zugenommen. Das Ziel dieses Verfahrens besteht darin die Rate brusterhaltender The-

rapien zu erhöhen sowie die Verkleinerung eines inoperablen Tumors, um ein operablen 

Zustand des Tumors zu erreichen. Eine weitere Indikation dieses Verfahrens besteht beim 

Vorliegen eines inflammatorischen Mammakarzinoms. Dabei wird die Operation erst nach 

präoperativer neoadjuvanter Chemotherapie durchgeführt [12][19].  

Ergänzend zur Operation und Bestrahlung wird oft zusätzlich bei den Patientinnen eine 

postoperative sog. adjuvante Chemotherapie durchgeführt. Dabei erhalten die Patienten zell-

teilungshemmende Medikamente, sog. Zytostatika. Zytostatika wirken systemisch d.h. im 

ganzen Körper und werden in mehreren Zyklen als Infusion, Injektion oder in Tablettenform 

verabreicht [20]. Hierbei verwendet man am häufigsten Antrazykline, Cyclophosphamid und 

taxanhaltige Chemotherapeutika, wobei eine Polychemotherapie wirksamer als eine Mono-

chemotherapie ist [19][21]. Durch eine adjuvante Chemotherapie kann eine Senkung der 

Rezidivrate und der Todesrate am Mammakarzinom erreicht werden. Das relative Risiko, 

innerhalb von 10 Jahren am Mammakarzinom zu versterben, kann etwa um 25-30%  gesenkt 

werden [21]. Frauen, die im fortgeschrittenen Stadium sind und Metastasen haben, erhalten 

eine palliative Chemotherapie. Diese Behandlung hat zum Ziel, das Krebswachstum aufzu-

halten, die Beschwerden der Patientinnen zu lindern und das Leben zu verlängern [22]. 

Heutzutage nimmt die Hormontherapie einen wichtigen Platz in der adjuvanten Therapie des 

Mammakarzinoms ein. Das Tumorwachstum kann durch Geschlechtshormone z.B. Östrogen 

und Testosteron beeinflusst werden, wenn deren Gewebe spezielle Bindungsstellen (Östro-

gen- bzw. Progesteronrezeptoren) besitzen [23]. Bei prämenopausalen Frauen sind ungefähr 

die Hälfte der Brusttumoren rezeptorpositiv, wobei hingegen bei postmenopausalen Frauen 

etwa dreiviertel der Tumoren rezeptorpositiv sind. Hormonrezeptorpositive Karzinome zei-

gen eine bessere Prognose [19]. Im Mittelpunkt der Hormontherapie steht Tamoxifen als ein 

starker Östrogenantagonist. Tamoxifen wird in der Regel für 5 Jahre verabreicht, wobei eine 

mehr als 5jährige Behandlung keine Verbesserung zeigte. Unter der Tamoxifentherapie wur-

de eine deutliche Verlängerung des rezidivfreien Intervalls und des Überlebens in allen Al-



15 

 

tersgruppen beobachtet. Dabei wird auch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines kont-

ralateralen Mammakarzinoms um die Hälfte reduziert [18, 21]. Weiterhin wird die Therapie 

nach fünfjähriger Tamoxifengabe für noch weitere 2-3 Jahre auf Aromatasehemmer (z.B. 

Anastrozol, Letrozol, Aminoglutethimid und Exemestan)  umgestellt [19]. Aromatasehem-

mer wirken durch Aufhebung der Wirkung des Enzyms Aromatase, die Androgene in Östro-

gene durch  Aromatisierung umwandelt. Im Gegensatz zu prämenopausalen Frauen, in denen 

die meisten der Östrogene in den Eierstöcken gebildet werden, bei postmenopausalen Frauen 

sind vor allem in den peripheren Geweben des Körpers (z.B. Muskel und Fettgewebe) syn-

thetisiert. Sie dürfen nur bei postmenopausalen Patientinnen verwendet werden [24]. Bei 

prämenopausalen Frauen stellen sowohl die Anwendung von GnRH- Analoga (Gonadotro-

pin Releasing Hormon) als auch die operative ovarielle Ablation eine Therapiemöglichkeit 

dar. Im Gegensatz zur Ovarektomie besteht bei GnRH- Analoga die Möglichkeit einer zeit-

lich begrenzten Suppression der Ovarialfunktion [18]. GnRH-Analoga (z.B. Buserelin, Go-

serelin und Leuporelin) werden normalerweise für 2 bis 5 Jahre verabreicht [12, 23]. Bei 

langfristiger kontinuierlicher Gabe von GnRH-Analoga wird die  Produktion von Sexual-

hormonen gehemmt. Der Östrogenspiegel einer Frau, die mit GnRH-Analoga behandelt 

wird, ähnelt dem einer Frau in der Postmenopause [24]. 

Bei etwa einem Viertel aller Mammakarzinome liegt eine Überproduktion von HER2-neu 

vor. Für diese Patienten kommt eine Behandlung mit dem Antikörper Trastuzumab infrage 

[23]. Die einjährige Zugabe von Trastuzumab verbessert signifikant das krankheitsfreie so-

wie das Gesamtüberleben bei Frauen mit HER2-positivem Brustkrebs. Trastuzumab in 

Kombination mit Paclitaxel ist für die Behandlung von metastasiertem Mammakarzinom 

auch zugelassen, wenn keine anthrazyklinhaltige Chemotherapie vorher durchgeführt wurde. 

In der letzten Zeit ist das TCH-Schema  (Taxan, Carboplatin, Herceptin) bei metastasiertem 

Mammakarzinom bevorzugt, hierbei wird auf ein Antrazyklin insbesondere bei Patienten mit 

kardialer Vorschädigung verzichtet. Im Gegensatz zu der anthrazyklinhaltigen Chemothara-

pie zeigt das TCH-Schema ein niedrigeres Risiko für Kardiotoxizität und Leukämie [12, 25]. 

Des Weiteren besteht die Möglichkeit, Mammakarzinomme mittels sekundären Pflanzen-

stoffen  zu beeinflussen. Diese sekundären Pflanzenstoffe werden im folgenden Kapitel er-

läutert.   
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1.2 Sekundäre Pflanzenstoffe  

Pflanzliche Naturstoffe teilen sich in primäre und sekundäre Pflanzenstoffe. Primäre Pflan-

zenstoffe sind essentielle Bestandteile des zellulären Stoffhaushalts, die für das Leben der 

Pflanze notwendig sind. Als Beispiel lassen sich Kohlenhydrate (einschließlich Ballaststof-

fe), Proteine und Fette bzw. Öle benennen. Mit Ausnahme von Ballaststoffen wirken sie 

beim Menschen als Nährstoffe [26]. Daneben produzieren Pflanzen eine große Anzahl an 

chemisch sehr unterschiedlichen Verbindungen, die keine direkte Funktion für das Wachs-

tum und die Entwicklung haben. Diese Verbindungen werden sekundäre Pflanzenstoffe ge-

nannt [27]. Sie kommen im Gegensatz zu den primären Pflanzenstoffen nur in sehr geringen 

Mengen in den Pflanzen vor. Mit einer gemischten Kost beträgt die tägliche Aufnahme von 

sekundären Pflanzenstoffen etwa 1,5g [28]. Die sekundären Pflanzenstoffe haben für die 

Pflanzen viele ökologische Funktionen. Eine wichtige Funktion ist die Verteidigung gegen 

Fraß (Herbivorie), Pathogene (Krankheitserreger) oder Konkurrenten. Einige wirken als 

Farbstoff, Duftstoff oder Geschmackstoff, andere begünstigen die Verbreitung von Pollen 

und Samen. Für den menschlichen Körper leisten viele sekundäre Pflanzenstoffe einen Bei-

trag zum Schutz vor Krankheiten wie z.B. Krebs, Infektionen und Herz-Kreislauf-Störungen 

[29, 30]. Abb. Aufgrund ihrer chemischen Struktur und ihren funktionellen Eigenschaften 

lassen sich die sekundären Pflanzenstoffe in  verschiedenen Substanzklassen einteilen: Caro-

tinoide, Phytosterine, Glucosinolate, Saponine, Polyphenole, Protease-Inhibitoren, Terpene, 

Phytoöstrogene und Sulfide. Bei den Polyphenolen handelt es sich um aromatische Kohlen-

stoffverbindungen, die keine einheitlichen Stoffklassen darstellen. Chemisch lassen sie sich 

auf die Struktur des Phenols zurückführen. Sie kommen in allen Pflanzen überwiegend in 

den äußeren Schichten des Pflanzenaufbaus vor. Hauptvertreter sind Phenolsäuren, Flavono-

ide, Cumarine und Lignane [28, 30]. 
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1.2.1 Flavonoide 

Flavonoide sind in Pflanzen weit verbreitet und erfüllen viele Funktionen. Sie sind die wich-

tigsten Pflanzenpigmente, die Pflanzen eine rote, violette oder blaue Färbung geben [26]. 

Etwa 5000 natürlich vorkommende Flavonoide wurden aus verschiedenen Pflanzen be-

schrieben und sie sind damit die am häufigsten untersuchten Polyphenole. Der Name für 

Flavovoide leitet sich vom latinischen Wort flavus = gelb ab. Flavonoide liegen hauptsäch-

lich in den Randschichten und Blättern der Pflanzen, deswegen  sollten beispielsweise Äpfel 

nicht geschält und Tomatenhaut nicht entfernt werden. Interessanterweise ist der Flavono-

idgehalt einer Pflanze auch von der Sorte, dem Klima, der Erntezeit und Dauer der Lagerung 

abhängig [28]. Flavonoide bestehen aus 2 aromatischen (A und B) und einem O-

heterozyklischen Ring(C). Für die Biosynthese von Flavonoiden stellen Acetat und Phe-

nylalanin die Grundsubstanzen dar. Nach Zusammenfügen der C-Gerüste dieser beiden Ele-

mente entsteht das C6-C3-C6-Grundgerüst (s. Abb. 1-3), woraus alle Flavonoide entstehen 

können [29]. Anhand der strukturellen Unterschiede am heterozyklischen C-Ring lassen sich 

die Flavonoide in 6 Untergruppen einteilen: Flavonole, Flavanole, Flavanone, Flavone , 

Anthocyane und Isoflavonoide (Tab. 1-1) [31]. Die Flavonoide haben ein großes Wirkungs-

spektrum. Bei den Pflanzen spielen sie eine wichtige Rolle beim Aufbau und Reparatur der 

Zellwand und sie bieten Schutz vor UV-Licht und Krankheitserregern. Sie hemmen das 

Wachstum von Bakterien und Viren, wirken entzündungshemmend und beeinflussen die 

Blutgerinnung im menschlichen Körper. Ebenfalls schützen sie vor freien Radikalen, Krebs 

und Herzinfarkt [32]. Flavonoide, die in dieser Arbeit verwendet werden, sind Quercetin, 

Chrysin und Kaempferol. 

 

Abb. 1-3: Grundgerüst der Flavonoide [27]. 

                  A und B: aromatische Ringe  

                  C: O-heterozyklischer Ring 
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Tab. 1-1: : Die Verbindungsklassen der Flavonoide [31]. 

Verbindung Beispiel Vorkommen Eigenschaften 

Flavonole Quercetin 

Kaempferol 

Zwiebeln 

Endivie 

Hellgelbe Pigmente 

Falvanole Catechin 

Epicatechingallate 

Rotwein, Apfel 

Grüner Tee 

Adstringierende 

Wirkung 

Flavanone Naringenin 

Hesperidin 

Grapefruit 

Orange 

Bitterstoffe 

Flavone Apigenin 

Luteolin 

Sellerie 

Paprika 

Hallgelbe Pigmente 

Anthocyane Malvidin 

Cyanidin 

Blaue Trauben 

Kirschen 

Rote und blaue 

Farbpigmente 

Isoflavonoide Genistein 

Daidzein 

Sojabohnen 

Sojabohnen 

Phytoöstrogene 

 

1.2.1.1 Quercetin 

Das im Pflanzenreich weit verbreitete Quercetin ist ein gelber Naturfarbstoff, der in vielen 

Pflanzen vorkommt. Große Mengen an Quercetin findet man in Äpfeln, Zwiebeln, Brokko-

li , grünen Bohnen, Kirschen, Grünkohl und Traubenschalen [28,33]. Quercetin kommt auch 

in Heilpflanzen wie z.B. Ginkgo biloba, Hypericum perforatum (Johanniskraut) und Sam-

bucus canadensis (Holunder) vor [34]. In der Natur kommen die meisten Flavonoide in 

Form von Glykosiden vor, d.h. gebunden an ein Zuckermolekül. Man bezeichnet das Glyko-

sid vom Quercetin als Rutin. Durch die Glykosylierung steigt die Polarität der Flavonoide, 

was die Speicherung von Flavonoiden in den Vakuolen der Pflanzenzelle ermöglicht [35]. 

Dem Quercetin werden in zahlreichen Studien gesundheitsfördernde Wirkungen zugeschrie-

ben. Neben antikanzerogenen, antimikrobiellen, antiödematösen, antiinflammatorischen und 

immunmodulierenden Wirkungen zeigt Quercetin ausgeprägte antioxidative Wirkung [34]. 

Die antiinflammatorischen Eigenschaften beruhen auf der Inhibition entzündungsfördernder 

Enzyme (Cyklooxygenase, Lipoxygenase), sowie auf der anschließenden Hemmung der 

Freisetzung von Entzündungsmediatoren wie z.B. Leukotrienen und Prostaglandinen 

[33,34]. Verschiedene Studien zeigen, dass Quercetin in vitro den Redoxstatus von Zellen 

beeinflussen kann. Dabei kann Quercetin entweder direkt als Radikalfänger oder indirekt 

(z.B. durch das Abfangen von freien Metallionen, Modulation bestimmter Enzymsysteme, 

Regeneration physiologischer Antioxidantien) den Redoxzustand der Zelle beeinflussen 

[35]. Darüber hinaus zeigten in vitro-Studien eine wachstumshemmende Wirkung von Quer-

cetin auf fast alle Tumorzelllinien[33]. In der Tumorzelle beeinflusst Quercetin zahlreiche 

Moleküle, die innerhalb der verschiedenen Signalkaskaden der Tumorzellen für die Prolife-

http://de.wikipedia.org/wiki/Brokkoli
http://de.wikipedia.org/wiki/Brokkoli
http://de.wikipedia.org/wiki/Gartenbohne
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ration und antiappoptisch wirken [33]. Zusätzlich hemmt Quercetin die Topoisomerase 1 

und 2, vermindert Her-2-neu und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und hemmt 

die Migration der Tumorzellen [33]. Durch die östrogenartige Wirkung von Quercetin auf 

die Prostata kann Quercetin sowohl in der Behandlung als auch in der Prävention von Pros-

tatakrebs helfen [36]. Des Weiteren verstärkt Quercetin die Wirkung von Zytostatika. Be-

merkenswert ist die Eigenschaft von Quercetin, ĂMultidrugñ-resistente Tumorzellen gegen-

über Zytostatika zu sensibilisieren [33]. 

Neben diesen protektiven Wirkungen von Quercetin weisen einige Studien ebenfalls auf 

mutagene und kanzerogene Eigenschaften des Quercetin hin [37]. Die Mutageniät von Quer-

cetin wurde ebenfalls sowohl im Ames-Test als auch in verschiedenen in vivo-Studien nach-

gewiesen [38, 39]. Auch in Tierexperimenten konnte eine deutlich erhöhte Inzidenz von 

Tumorbildung nachgewiesen werden [37]. Dennoch kann beim Menschen kein kanzerogenes 

Risiko abgeleitet werden [32]. 

 

Abb. 1-4: Die Strukturformel von Quercetin [40]. 

1.2.1.2 Kaempferol 

Kaempferol  ist ein Flavonoid, das in vielen essbaren Pflanzen vorkommt (z. B. Tee, Brok-

koli, Weißkohl, Grünkohl, Bohnen, Endivien, Porree, Tomaten, Erdbeeren und Trauben). 

Kaempferol ist einer der wichtigsten Bestandteile der in der traditionellen Medizin verwen-

deten Pflanzenarten (z.B. Ginkgo biloba, Tilia spp , Equisetum spp , Moringa oleifera) [41]. 

Einige epidemiologische Studien zeigten einen positiven Zusammenhang zwischen der Ka-

empferolaufnahme und einem geringen Risiko für die Entwicklung mehrerer Erkrankungen 

wie Karzinome und Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Zahlreiche präklinische Studien haben 

gezeigt, dass Kaempferol und einige Glykoside von Kaempferol pharmakologisch unteran-

derem antioxidative, entzündungshemmende, antimikrobielle, antikanzerogene,  kardiopro-

tektive, neuroprotektive, antidiabetische, antiosteoporotische, schmerzstillende und antial-
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lergische Wirkungen haben[41]. Auf der molekularen Ebene kommt es unter Einwirkung 

von Kaempferol zu einer Beeinflussung von Signalmolekülen, Hemmung der Proliferation 

und Metastasen und Auslösung der Apoptose [42]. Darüber hinaus hemmt Kaempferol die 

Sekretion von VEGF und unterdrückt dadurch die Angiogenese [42, 43]. Immunozytoche-

mische Studien zeigten, dass Kaempferol zur Hemmung der Expression und der Funktion 

von Östrogen-Rezeptor-Ŭ in menschlichen Brustkrebszellen führt [44]. Zusätzlich beruht die 

anti-proliferative Wirkung von Kaempferol auf Abnahme der Expression von Progesteron-

Rezeptoren ( PgR ), Cyclin D1 und Insulinrezeptorsubstrat1 (IRS -1). Überdies blockiert 

Kaempferol die durch Östradiol induzierte Zellproliferation [44]. 

 

Abb. 1-5: Die Strukturformel von Kaempferol [45]. 

1.2.1.3 Chrysin 

Chrysin ist ein unteranderem aus der Passionsblume extrahiertes natürlich vorkommendes 

Flavonoid [46]. In hohen Konzentrationen ist Chrysin in Honig und Propolis zu finden 

[47,48]. Chrysin ist ein hocheffektiver Aromatasehemmer, dieser blockiert das Enzym Aro-

matase, das beim Mann für die Umwandlung von Testosteron in Östrogen benötigt wird und 

bei der Frau für die Aktivierung von Östrogenvorstufen zu aktiven Östradiol verantwortlich 

ist [46,47]. Das Enzym Aromatase ist im Fettgewebe besonders aktiv [46]. Mit zunehmen-

dem Alter wird daher immer mehr Testosteron in Östrogen umgewandelt, weil die Muskel-

masse im Menschen abnimmt und somit das Fettgewebe zunimmt. Darüber hinaus werden 

Aromatasehemmer besonders bei hormonempfindlichen Mammakarzinomen eingesetzt. 

Während die Krebs vorbeugende Wirkung von Chrysin hauptsächlich für Frauen von Inte-

resse ist, hilft es Männern, ihren Testosteronspiegel zu erhöhen. Ein hoher Testosteronspie-

gel verbessert  die Potenz und die Vitalität, 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 haben sich die Spermienkonzentration, die Spermienbeweglichkeit und 

der Serumtestosteronspiegel offensichtlich verbessert, während abnorme Spermienraten 

durch Chrysin-Behandlung deutlich verringert wurden. Abschließend wird vorgeschlagen, 

dass Chrysin die Fortpflanzungsorgane bei Ratten positiv beeinflussen kann. Des Weiteren 

kann Chrysin für die Behandlung der männlichen Unfruchtbarkeit eingesetzt werden [49]. 

Interessanterweise zeigt Chrysin in einem Tierversuch auch eine angstlösende und entspan-

nende Wirkung. Dieser Effekt wird offenbar insbesondere über GABA- bzw. Benzodiaze-

pin-Rezeptoren vermittelt [50]. 

 

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

1.2.2 Phytoöstrogene 

Phytoöstrogene sind sekundäre Pflanzenstoffe, die  lediglich strukturelle Ähnlichkeiten mit 

Östrogenen haben [52]. Durch den ähnlichen chemischen Aufbau können Phytoöstrogene an 

die Östrogenrezeptoren im menschlichen Stoffwechsel gebunden werden,  wodurch eine 

östrogene oder auch antiöstrogene Wirkung erzielt wird. Sie lassen sich in 4 Gruppen eintei-

len: Isoflavone, Lignane, Stilbene und Coumestane [52].  Ihre östrogene Wirkung liegt je-

doch im Vergleich zum 17-Beta-Östradiol um das 1000 bis 10000 fache niedriger. Anderer-

seits kann die Konzentration von Phytoöstrogenen im Körper bis zu 100 oder 10000 fache 

höher sein als die der endogenen Östrogene [53]. Lignane und Isoflavone (Genistein, Daidz-

ein) sind die Phytoöstrogene, die die größte Bedeutung für den menschlichen Stoffwechsel 

haben [53].  

 

 

 

 

 

 

http://de.wikipedia.org/wiki/Chemische_Struktur
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Am Häufigsten findet man Phytoöstrogene in Nüssen, Ölsaaten, Sojaprodukten, Getreide, 

Brot, Hülsenfrüchten, Fleischprodukten und anderen verarbeiteten Lebensmitteln, die Soja, 

Gemüse, Obst, alkoholische und alkoholfreie Getränke enthalten. Besonders reich an Isof-

lavonen sind Sojabohnen und deren Produkte, im Gegensatz dazu stellen Leinsamen die 

wichtigste Hauptquelle für Lignane dar [54]. Coumestane kommen in sehr wenigen pflanzli-

chen Lebensmitteln vor, z. B. in Alfalfa, Soja und Kleearten. Der wichtigste Vertreter ist 

Coumestrol, das die stärkste östrogene Wirkung unter den Phytoöstrogen aufweist[53]. 

Resveratrol ist ein bekannter Stilben-Vertreter und kommt besonders in den Schalen der 

Weintrauben vor [55].  

Die Phytoöstrogene haben zahlreiche positive Einflüsse. Aufgrund ihrer Möglichkeit an Öst-

rogenrezeptoren zu binden und dadurch eine östrogenähnliche Wirkung auszulösen, werden 

sie als Alternative zur Hormonersatztherapie zur Linderung 

 

Coumestrol 

 

Secoisolariciresinol (Lignan)

 

Resveratrol (Stilbenoid) 

 

Genistein 

 

Daidzein 

 

17ɓ-estradiol. 

Abb. 1-7: Strukturformeln der Phytoöstrogene und 17ɓ-Östradiol [55]. 
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der  klimakterischen Beschwerden und Senkung des Osteoporose-Risikos bei postmenopau-

salen Frauen eingesetzt [56,57]. Darüber hinaus haben Studien ergeben, dass phytoöstrogen-

reiche Ernährung eine präventive Wirkung auf verschiedene Krebsarten (u.a. Mammakarzi-

nom) sowie auf  Herz-Kreislauferkrankungen ausübt[56,57]. Asiatische Frauen erkranken 5-

mal seltener an Brustkrebs als Frauen in Amerika und Europa. Dies wird hauptsächlich auf 

die Ernährung in Asien zurückgeführt: geringerer Fettanteil, viele Ballaststoffe, reichlich 

Fisch und nicht zuletzt ein hoher Anteil an Sojaprodukten mit den darin enthaltenen Phy-

toöstrogenen [58]. Des Weiteren haben mehrere Studien ergeben, dass die Konzentration 

von Sex Hormone Binding Globulins (SHBG) sich durch die Einnahme von Soja (Isoflavo-

nen) verändert hat [59]. Durch Phytoöstrogene kann die Produktion des Sex Hormone Bin-

ding Globulins (SHBG) in der Leber erhöht werden.  Das SHBG bindet im Blut Ge-

schlechtshormone. Dadurch sinkt der Serumspiegel von freien Geschlechtshormonen (Öst-

rogen, Testosteron und Dihydrotestosteron). Das hat ebenso eine protektive Wirkung auf 

verschiedene Krebsarten (u.a. Prostata-, Brust- und Darmkarzinom) [59].  

 

1.3 Östrogene 

Östrogene sind Steroidhormone, die bei der Frau die Ausbildung und Entwicklung der weib-

lichen Geschlechtsorgane und -merkmale beeinflussen und zusammen mit Testosteron auf  

den Stoffwechsel und die Knochenbildung einwirken [60]. Sie werden hauptsächlich im 

Ovar (in den Granulosazellen der Ovarialfollikel) bzw. in der Plazenta, aber auch in der Ne-

bennierenrinde gebildet. Bei Männern werden sie auch in kleinen Mengen im Hoden produ-

ziert. Zusätzlich werden sie auch in geringer Konzentration in anderen Organen produziert, 

welche Aromataseaktivität aufweisen (Muskel, Fettgewebe und Nerven) [60]. Die wichtigs-

ten Vertreter der Östrogene sind Östradiol, Östriol und Östron [61].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Östriol  

 

Östron 

 

Östradiol 

Abb. 1-8: Strukturformeln der wichtigsten Östrogene [61]. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Klimakterium
http://de.wikipedia.org/wiki/Osteoporose
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Ausgehend von Cholesterin werden alle Steroidhormone gebildet [62]. Die Vorläuferhormo-

ne für die Östrogene sind die Androgene (Androstendion und Testosteron), die zunächst in 

Thekazellen gebildet werden. Diese Östrogen-Vorstufen gelangen dann wieder in die Granu-

losazellen, wo die Östrogene synthetisiert werden [62]. Diese Reaktion wird durch das En-

zym Aromatase katalysiert. Dabei wird eine Methylgruppe von C-19 abgespaltet und der A-

Ring in eine aromatische Form umgewandelt [62]. Die Biosynthese der Östrogene wird 

durch Gonadotropine z.B. das follikelstimulierende Hormon (FSH) und das luteinisierende 

Hormon (LH) reguliert. Die Granulosazellen des reifen Follikels exprimieren FSH-

Rezeptoren [63]. Im Gengensatz dazu findet man initial auf den Thekazellen nur LH-

Rezeptoren. Die FSH-Stimulation bewirkt eine Erhöhung der FSH-Rezeptoren-Dichte und 

der Aromataseaktivität sowie die Induktion von LH-Rezeptoren in den Granulosazellen. 

Durch die LH-Stimulation werden Androgene vermehrt in den Thekazellen gebildet [63]. 

Etwa 69% der Östrogene im Blut sind an SHBG gebunden, während ca. 30% an Albumin 

gekoppelt sind. Außerdem liegt ca. 1% des Östradiols im Serum frei vor und können sich 

damit an Östrogenrezeptoren binden und dadurch eine biologische Funktion entfalten [63]. 

 

Abb. 1-9: Das Zwei-Zell-System des Ovars: LH= das luteinisierende Hormon, FSH= das follikelstimulieren-

de Hormon, ATP= Adenosintriphosphat, cAMP= Cyclisches Adenosinmonophosphat [63]. 

1.3.1 Wirkung der Östrogene 

Die hauptsächliche Wirkung der Östrogene ist die Förderung des Wachstums und Reifung 

der weiblichen Fortpflanzungsorgane und der Entwicklung der sekundären Geschlechts-
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merkmale [60]. Bis zur Menopause bewirken Östrogene eine Proliferation der Schleimhaut 

des Uterus, die für eine Follikelreifung notwendig sind. Östrogene spielen eine wichtige Rol-

le beim Knochenwachstum und beim Schließen der Epiphysenfuge während der Pubertät. 

Durch Verringerung des Östrogenspiegels im Blut, z.B. in der Menopause, ist das Osteopo-

roserisiko bei Frauen stark erhöht. Außerdem schützt dieses Hormon vor Arteriosklerose 

[60]. Darüber hinaus kann ein verminderter Östrogenspiegel das Hörvermögen verschlech-

tern. Überdies sind sie wichtig für das Speichern von Gedächtnisinhalten, die Geräusche und 

Sprache betreffen [64]. Östrogene beeinflussen das Lipidmetabolismus, indem sie Serum-

Triglyzeride und den High-density lipoprotein (HDL)-Cholesterinspiegel erhöhen und den 

Low-density Lipoprotein (LDL) -Cholesterinspiegel vermindern. Der günstige Effekt von 

Östrogenen auf das HDL/LDL -Cholesterinverhältnis kann die kardiovaskulären Erkrankun-

gen beeinflussen [65]. Neben ihrer rezeptorvermittelten wachstumsfördernden Wirkung auf 

Tumorzellen trägt die genotoxische Wirkung von Östrogenen zur Kanzerogenität bei. So 

werden beispielsweise geringere Mengen von Östrogenen in der Leber durch CYP3A4 und 

in extraheptischen Organen durch CYP1A1 zu 2-OH-Catechol-Östrogenen umgesetzt, aus 

denen weiter Chinone entstehen können. Diese Chinone können stabile bzw. depurinierende 

DNA-Addukte bilden und somit möglicherweise zu Mutationen führen [63]. 

1.3.2 Östrogenrezeptor 

Östrogenrezeptoren sind Steroidrezeptoren, die zur Gruppe der nukleären Rezeptoren gehö-

ren und somit als DNA-bindender Transkriptionsfaktor die Genexpression des Zielgens re-

gulieren. Man unterscheidet zwei Subtypen von ¥strogenrezeptoren (ER), ERŬ und ERɓ. Im 

Gegensatz zu ERɓ wird ERŬ in mehr Geweben exprimiert und stellt einen stärkeren Aktiva-

tor der Transkription dar [65]. Im Körper sind die beiden Ötrogenrezeptortypen unterschied-

lich verteilt. Besonders hohe Konzentrationen an ERŬ findet man im weiblichen Fortpflan-

zungstrakt, in der Brustdrüse, im Knochen, in der glatten Muskulatur peripherer Blutgefäße 

und im Hypothalamus. Hingegen ist ERɓ im Ovar, in der Prostata, im Hoden, in der Lunge, 

im Thymus und in der Milz stark angereichert [63]. Beide Östrogenrezeptoren bestehen aus 

sechs funktionellen Domänen (A-F): der N-terminalen A/B-Domäne, der DNA-

Bindungsdomäne DBD (C-Domäne), der Dimerisierungsdomäne (D-Domäne), der Ligan-

denbindungsdomäne LBD (E-Domäne) und der am C-terminalen Ende liegenden F-Domäne 

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

den Domänen AF-1 und AF-2 vermittelt. Während die am N-terminalen Ende liegende Ak-
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tivierungsfunktion 1 (AF-1, A/B Domäne) Liganden-unabhängig ist, ist die Aktivierungs-

funktion 2(AF-2 Domäne) für die Liganden-abhängige Transaktivierung verantwortlich [66].  

 

 

Abb. 1-10: Domänenstruktur der Östrogen-Rezeptoren ERŬ und ERɓ: A/B Domäne= Aktivierungsfunkti-

on 1 (AF-1), C-Domäne= DNA-bindenden Domänen (DBD), D-Domäne= Dimerisierungsdomäne,  E-

Domäne= Ligandenbindungsdomäne (LBD), AF-2 Domäne= Aktivierungsfunktion 2, F-Domäne [66]. 

Bezüglich der Aminosäuresequenz zeigen beide Östrogenrezeptoren eine sehr ähnliche Do-

mänenstruktur. Die DNA-bindenden Domänen DBD (C-Domäne) der beiden Rezeptortypen 

weisen eine 97%ige Übereinstimmung auf, während die Homologie der Liganden-bindenden 

Domänen (LBD) zwischen beiden Rezeptoren nur ca. 59 % beträgt. Durch die große Ähn-

lichkeit der DNA-Bindungsdomänen ist es möglich, dass die beiden Rezeptortypen an die 

gleichen DNA-Sequenzen binden und ein gleiches Spektrum von Zielgenen regulieren 

[63,66]. 

Normalerweise liegt der Östrogenrezeptor in Abwesenheit eines Liganden im Zytosol oder 

im Kern als Komplex mit anderen intrazellulären Proteinen vor [65]. Nach Hormonbindung 

kommt es zur Dissoziation dieser Komplexe und einer Konformationsänderung (Transfor-

mation). Der transformierte Rezeptor kann nun in den Zellkern gelangen, wo zwei hormon-

gebundene Rezeptormoleküle ein Dimer ausbilden. Dies kann mit hoher Affinität über ein 

Östrogen-response-element (ERE) in der Promotorregion Östrogen-sensitiver Gene an die 

DNA binden. Dadurch kann mithilfe verschiedener Co-Regulatoren die Transkription beein-

flusst werden [63, 65]. Neben diesem klassischen Signalweg gibt es auch andere Wege der 

Aktivi erung, unabhängig vom genomischen System. Ein alternativer ER-abhängige Mecha-

nismus ist der Membran-initiierte-Signalweg, bei der Östrogen-induzierten-Signalisierung in 

der Zellmembran oder im Zytoplasma ausgelöst wird [67]. Dieser Weg ist hauptsächlich 

verantwortlich für eine Reihe von akuten und schnellen Östrogeneffekten und spielt eine 
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entscheidende Rolle im Nervensystem, Skelett, Leber und in anderen Geweben. Die memb-

ran-assoziierte-Östrogenwirkung wird mindestens durch zwei Mechanismen vermittelt: 

Crosstalk mit anderen Membranrezeptoren oder Aktivierung einer Vielzahl von zytoplasma-

tischen Signalkaskaden. Studien zeigten, dass der Membran-assoziierte-ER-Weg auch über 

die Aktivierung verschiedener Proteinkinasekaskaden, wie zum Beispiel MAPK/ERK (mito-

gen-activated protein kinase / extracellular signal-regulated kinase) und Tyrosinkinase ver-

mittelt werden kann. Obwohl die Mehrzahl der biologischen Wirkungen von Östrogen durch 

ERs vermittelt wird, haben neue Studien gezeigt, dass Östrogene durch einen ER-

unabhängigen Signalweg eine antioxidative Wirkung ausüben und den oxidativen Stress 

herabsetzen.  Zusätzlich zum östrogenabhängigen ER-Weg haben neue Beweise gezeigt, 

dass in der normalen Physiologie von Tieren, ERs auch auf eine liganden-unabhängige Wei-

se durch vielfältige Faktoren, einschließlich dem Neurotransmitter Dopamin, Wachstums-

faktoren wie Epidermal-Wachstumsfaktor (EGF) und insulinähnlicher Wachstumsfaktor 1 

(IGF-1), Aktivatoren von besonderen intrazellulären Signalpfaden, wie beispielsweise Pro-

teinkinase C, Proteinkinase A, MAPK, Phosphatidylinositol 3-kinase aktiviert werden kön-

nen. Die liganden-unabhängige Pfadaktivierung ist größtenteils mit Phosphorylierung von 

ERs durch das Zellprotein Kinase verbunden. Zum Beispiel kann EGF die Phosphorylierung 

von Ser 118 in der AF-1-Domäne von ERŬ auslºsen und die Transkriptionsaktivität von 

ERŬ aktivieren [67]. 
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Abb. 1-11: Schematische Darstellung der zellulären Östrogensignalwege [67]. 

 

1.4 Selektive Östrogenrezeptormodulatoren (SERMs) 

SERMs sind synthetische, nicht-steroidale Substanzen, die an die Östrogenrezeptoren binden 

und gewebespezifische agonistische und antagonistische Östrogenwirkungen ausüben kön-

nen. Die am häufigsten klinisch eingesetzten SERMs sind Tamoxifen, Toremifen, Raloxifen 

und Clomifen. Die SERMs besitzen eine antiöstrogene Wirkung auf das Brustgewebe und 

können zur Wachstumshemmung von östrogen-rezeptor-positiven Brustkrebszellen einge-

setzt werden [65]. Am Knochengewebe verhält sich Raloxifen wie ein Östrogenagonist und 

kann dadurch zur Behandlung und Vorbeugung von Osteoporose bei postmenopausalen 

Frauen eingesetzt werden [65, 66]. Auf molekularer Ebene wird die AF-2-Domäne des ERs 

durch die verschiedenen SERMs in unterschiedlichen Konformationen stabilisiert, die unter-

schiedliche Affinitäten für verschiedene Co-Regulatoren besitzen. Die gewebespezifische 

ausgeprägte agonistische bzw. antagonistische Wirkung der SERMs ist abhängig von der 

gewebespezifischen Expression von Co-Aktivatoren und Co-Repressoren [65]. 
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1.4.1 Tamoxifen 

Tamoxifen ist ein nicht-steroidales SERM der 1. Generation und stellt heutzutage das am 

häufigsten verschriebene Arzneimittel für die Behandlung von allen Stadien von 

Mammakarzinom dar. Tamoxifen wurde von der Food and Drug Administration (FDA) im 

Jahr 1977 für die Behandlung von Frauen mit fortgeschrittenem Brustkrebs und später für 

die adjuvante Behandlung vom Mammakarzinom zugelassenen [66]. Bei Frauen mit ER-

positiven Mammakarzimon führt die Behandlung mit Tamoxifen zu einer 50% jährlichen 

Reduktion der Rezidivrate und einer 28% jährlichen Reduktion der Mortalität. Darüber hin-

aus haben Studien gezeigt, dass Tamoxifen die Auftretenswahrscheinlichkeit vom kontrala-

teralen Brustkrebs um die Hälfte reduzieren kann, jedoch wurde eine deutlich höhere Rate 

von venösen thromboembolischen Ereignissen in der Tamoxifen-Gruppe beobachtet [21,66]. 

Die Wirksamkeit von Tamoxifen ist am stärksten ausgeprägt bei Frauen mit ER-positivem 

Mammakarzinom, hingegen profitieren Frauen mit ER-negativem Mammakarzinom nur 

wenig von Tamoxifen[21]. Im Vergleich zum Östradiol ist die Affinität von Tamoxifen zu 

ERŬ und ERɓ um den Faktor 100 niedriger, sodass relativ hohe Dosen von Tamoxifen ein-

gesetzt werden müssen [63]. Während Tamoxifen eine antagonistische Wirkung auf das 

Brustgewebe ausübt, besitzt es eine agonistische Wirkung auf die Knochen, das Serum-

Lipidprofil und das Herz-Kreislauf-System. Eine schwerwiegende unerwünschte Wirkung 

von Tamoxifen ist eine erhöhte Inzidenz von Endometriumkarzinom aufgrund seiner uner-

wünschten agonistische Aktivität in der Gebärmutter [66]. Die erforderliche tägliche Dosis 

von Tamoxifen beträgt 20 mg, eine Dosiserhöhung auf 30 oder 40 mg/Tag bringt eine Ver-

besserung der Behandlungsergebnisse. Der Tamoxifeneffekt ist abhängig von der Therapie-

dauer. Klinische Studien zeigten, dass eine 3-bis 5-jährige Tamoxifenbehandlung effektiver 

ist als die 2-jährige Behandlung. Eine mehr als 5-jährige Behandlung führt zu keiner Verbes-

serung der Behandlungsergebnisse [21]. Fast alle Patienten mit fortgeschrittenem Brust-

krebs, die am Anfang auf die Tamoxifen-Therapie ansprachen, entwickelten schließlich eine 

Resistenz gegen diese Therapie [66]. Diese ist meistens assoziiert mit der Herunterregulation 

der Östrogenrezeptoren, einem verªndertem ERŬ/ERɓ Verhªltnis, einem verªndertem Ex-

pressionsspektrum von Coregulatoren sowie gesteigerte MAPK- und Aromataseaktivität 

[63]. 
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2. Zielsetzung 

Neben den bekannten lebenswichtigen Vitaminen, Mineralstoffen und Ballaststoffen stellen 

die sog. sekundären Pflanzenstoffen, u.a. Flavonoide, seit einigen Jahren für die Wissen-

schaftler ein interessantes Forschungsgebiet dar. Sekundäre Pflanzenstoffe schützen die Zel-

len in unserem Körper und können Krebserkrankungen vorbeugen. Dabei zeigten epidemio-

logische Studien, dass asiatische Frauen, die häufig sekundäre Pflanzenstoffe über Sojapro-

dukte zu sich nehmen, ein geringeres Risiko für klimakterische Beschwerden und 

Mammakarzinome haben.  

Ziel dieser Arbeit ist die funktionelle und zytotoxische Untersuchung der Wirkung kommer-

ziell erworbener Flavonoide (Quercetin, Kaempferol und Chrysin) auf maligne Mammakar-

zinomzellen (MCF7 und BT20) und benigne veränderte Mammazellen (MCF10a und 

MCF12a). Die Einflüsse von diesen Flavonoiden auf den oben erwähnten Zelllinien werden 

durch drei verschiedene in vitro-Testverfahren beobachtet. Dabei wurden die Zytotoxizität 

und deren Einfluss auf Vitalität und Proliferation der malignen und benignen Mammazellen 

getestet. Darüber hinaus ist die Wirkung von Testsubstanzen auf Mammakarzinomzellen 

dosisabhängig, deswegen wurden in dieser Arbeit auch verschiedene Konzentrationen der 

Testsubstanzen überprüft. In dieser Arbeit wurden Tamoxifen und 17-ɓ-Östradiol als Kon-

trollsubstanzen verwendet. Beim Mammakarzinom ist auch die Kenntnis über die Abhän-

gigkeit des Wachstums der Tumorzellen von den Hormonen Östrogen und Progesteron von 

großer therapeutischer Bedeutung. Ein Hormon kann nur das Zellwachstum beeinflussen, 

wenn die Zellen auf deren Oberfläche spezielle Rezeptoren für das betreffende Hormon be-

sitzen. Der Rezeptorstatus der Zelltypen wurde durch immunhistochemische Verfahren un-

tersucht. Sekundäre Pflanzenstoffe, welche strukturelle Ähnlichkeit mit Östrogen besitzen, 

können an Östrogenrezeptoren binden und somit das Zellwachstum beeinflussen. 
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3. Materialien und Chemikalien 

3.1 Testsubstanzen 

¶ Quercetin: (SIGMA) 

¶ Kaempferol: (SIGMA) 

¶ Chrysin: (SIGMA) 

3.2 Kontrollsubstanzen 

¶ Tamoxifen (SIGMA) 

¶ 17-ɓ-Östradiol (SIGMA) 

3.3 Zellkulturmedien  

¶ Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM): High Glucose (4,5 g/l) mit L-

Glutamine, Phenol Red und 3,7 g/l NaHCO3, ohne Sodium Pyruvate (PAA THE 

CELL CULTURE COMPANY) . 

             Für MCF-7 Zellen 

¶ Roswell Park Memorial Institute (RPMI): mit L-Glutamine, ohne Phenol Red (PAA 

THE CELL CULTURE COMPANY). 

               Für BT-20 Zellen 

¶ Nutrient Mixture F-12 (Ham's F-12): mit 10% Horse Serum, Pen. /Strep., Amphot. 

und Supp. Mammaepithel (PAA THE CELL CULTURE COMPANY). 

               Für MCF 10a und MCF 12a Zellen 

3.3 Zelllinien 

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Zelllinien verwendet: 

(1) MCF-7 : Östrogenrezeptorpositive maligne Mammakarzinomzellen 

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um humane Mammakarzinomzellen der Linie MCF-7. 

Die MCF-7 Zellen  bestehen aus epithelialen Adenokarzinomzellen und besitzen Ŭ und ɓ 

Östrogenrezeptoren [68]. Vor einigen Jahrzehnten wurden die MCF-7 Zellen der 69-jährigen 

Ordensschwester Catherine Frances aus einem Pleuraerguss entnommen. In dem Namen 

MCF-7 steht MCF für Michigan Cancer Foundation, der Institution in Detroit, die diese Zel-

len für Forschungseinrichtungen weltweit ermöglichte. Die Zahl 7 gibt die notwendigen Bi-

opsien an, die unerlässlich waren, um die der Patientin entnommenen Zellen im Labor weiter 
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zu züchten. Dies erfolgte schließlich nach der siebten Biopsie. Das Wachstum von MCF-7 

Zellen ist einschichtig und adhärent auf dem Boden von Zellkulturflaschen [68]. 

 

(2) BT-20 : Östrogenrezeptornegative maligne Mammakarzinomzellen. 

Die Zellkulturlinie BT-20 ist eine humane epitheliale Mammakarzinomzelllinie. Die BT-20 

Zelllinie wurde im Jahre 1958 durch die Entnahme eines Tumors, bei einer 74-jährigen Kau-

kasierin durch Lasfarques und L.Ozzello etabliert [69]. BT-20 Zellen weisen keine Expressi-

on für die Östrogenrezeptoren auf. Außerdem exprimieren sie die Östrogenrezeptor mRNA, 

welche eine Deletion im Exon 5 aufweist [70]. Das Wachstum der BT-20 Zellen wird durch 

den Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNF-alpha) inhibiert [70]. 

 

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

Der Name der in dieser Arbeit verwendeten MCF-10a Zellen stammt ebenso von der Michi-

gan Cancer Foundation. Die MCF10-a Zellen leiten sich vom Mamma-Epithel ab. Die 

menschlichen Brustepithelzellen MCF-10 sind eine Subklasse von spontan immortalisierten 

Epithelzellen, die aus einer Mastektomieprobe einer 36-jährigen prämenopausalen Patientin 

mit einer fibrozystischen Erkrankung hervorgingen [71]. Von den ursprünglichen diploiden 

sterblichen Zelllinie (MCF-10M) wurden die zwei unsterblichen Zelllinien MCF-10A (an-

haftend wachsende Zellen) und MCF-10F (Schwimmzellen) etabliert und für mehr als 4 Jah-

re kultiviert. Die MCF10-a Zellen sind östrogenrezeptornegative Zellen [72]. 

 

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

Bei den MCF-12a Zellen handelt es sich um modifizierte weibliche Brustdrüsenepithelzellen 

humanen Ursprungs. Bei diesen Zellen besteht eine genetische Ausschaltung der Apoptose. 

Dadurch können sie sich unter idealen Wachstumsbedingungen endlos teilen [73]. Wegen 

dieser Veränderung besitzen sie eine erhöhte Chromosomenzahl (hier 64), statt der normalen 

46 in humanen Zellen [74]. Die MCF-12a Zellen sind ¥strogenrezeptor Ŭ und ɓ positiv. sie 

exprimieren ebenso den G-Protein-gekoppelten Östrogen-Rezeptor 1 (GPER). Dadurch kön-

nen Östrogene die Proliferation von MCF-12a Zellen beeinflussen [75]. 
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3.4 Geräte 

¶ Brutschrank: (Temperatur ist 37 °C, 5% Kohlenstoffdioxid), Function Line (Heraeus 

Instruments GmbH, Hanau) 

¶ Kühl- und Gefrierschrank: Liebherr Premium (Liebherr) 

¶ Zellkulturflaschen: 25cm
2
, 75cm

2
, 150cm

2
 (TPP Techno Plastic Products AG) 

¶ Zellkulturplatten: 24- und 96-Well-Platten (TPP Techno Plastic Products AG) 

¶ Reaktionsgefäße 50 ml, Grüner bio- one Cellstar R 

¶ Pipetten, Eppendorf 

¶ Pipettenspitzen 

¶ Röhrchen- und Eppendorfständer 

¶ Kryoröhrchen: 2.0 ml (TPP Techno Plastic Products AG) 

 

MCF-7 Zellen 18. Passage 

 

MCF-10a Zellen 24.Passage 

 

BT-20 Zellen 20. Passage 

 

MCF-12a Zellen 45.Passage 

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

schwarzen Pfeilen markiert). 
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¶ Reagenzglassschüttler: (Heidolph) 

¶ Röhrchenschüttler: (Heidolph) 

¶ Zentrifuge: Hettrich 

¶ Zentrifugenröhrchen 

¶ Sterilbox: Heraeus 

¶ Desinfektionsmittel: Bacillol R plus, Bode 

¶ Parafilm: (American National CanTM) 

¶ Bürker-Zählkammer: Poly-Optik GmbH, Bad Blankenburg 

¶ Objektträger, Deckgläser 

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

GmbH, München) 

¶ Mikroskop: Olympus CK2-TR (Optical Co., Ltd., Japan). Carl Zeiss Axiovert 40 C 

(Carl Zeiss Micro Imaging GmbH Göttingen) 

¶ PH-Messgerät 

¶ Laborwaage 

¶ Messzylinder 

¶ Bechergläser 

3.5 Chemikalien 

¶ Penicillin / Streptomycin  (PAA THE CELL CULTURE COMPANY) 

¶ Amphotericin B (PAA THE CELL CULTURE COMPANY) 

¶ Absoluter Ethanol 

¶ DMSO: Dimethylsulfoxyd rein (G. Vogler b.v. Rotterdam) 

¶ PBS: Dulbeccoôs PBS (PAA THE CELL CULTURE COMPANY) 

¶ Trypsin (PAA) 

¶ Trypanblaulösung (GIBCO) 

¶ Tritonlösung (FERAK Berlin) 

¶ Fetales Kälberserum: 10% FKS (Biochrom AG) 

¶ HCL: 37%, für LDH-Zytotoxizitätstest (Carl ROTH) 

¶ Tetramethylbenzidin: zum BrdU- Zellproliferationstest (KIT BrdU-Test) 

¶ H2SO4 : 30%, zum BrdU-Zellproliferationstest (Carl ROTH) 

¶ Formafix : 4%ig, zum IHC (Grimm med. Recyclin GmbH) 

¶ Wasserstoffperoxid: H2O2 0,3% (MERCK) 
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¶ Chromogen LinRed: zum IHC, (Linaris-Biologische Produkte GmbH) 

¶ Sekundärantikörper: Imm PRESS TM Reagent Peroxidase, zum IHC 

3.6 Antikörper zur Immunhistochemie 

¶ Östrogenrezeptor Ŭ: Monoclonal Mouse Anti-Human Primary Estrogen Receptor 

(NOVOCASTRA) 

¶ Östrogenrezeptor ɓ: Mouse Anti-Estrogen Receptor. BETA 1 (Serotec) 

¶ Progesteronreceptor: Monoclonal Mouse Anti-Human Progesteron Receptor Clone 

PgR636 (DAKO) 

4. Methoden 

4.1 Kultivierung der Zellen 

Die Zelllinien wurden in einem Einfriermedium (entsprechender Nährmedium mit 20% FKS 

und 10% DMSO bei -80 °C) gelagert, um sie für lange Zeit zu erhalten. Nach Auftauen der 

Zellen wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Röhrchen mit 15 ml des geeigneten Nährmedi-

ums und 10% FKS pipettiert. Danach wurde die Zellsuspension bei 1000 rpm für 5 Minuten 

zentrifugiert. Die Zellen haften nur am Boden des Röhrchens. Der Überstand wurde abge-

gossen und die Zellen wurden in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen und in eine kleine 

Zellkulturflasche überführt. Danach erfolgte die Kultivierung der Zellen im Brutschrank bei 

37 °C und 5% CO2. Alle Arbeiten an den Zellkulturen fanden unter der Sterilbank statt. Die 

Zellmedien wurden dreimal pro Woche gewechselt. Wenn mehr als 70 % des Flaschenbo-

dens mit adhärenten Zellen zugewachsen war, wurden die Zellen in größere Flaschen passa-

giert. Zuerst wurde das gesamte Medium mit einer Glaspipette abgesaugt. Danach wurden 

die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen, um das FKS auszuwaschen. Für die Ablösung der Zel-

len vom Flaschenboden erfolgte die Zugabe von 5 ml Trypsin-EDTA. Außerdem wurde die 

Kulturflasche für Ca. 5-10 min im Brutschrank inkubiert. Zum Neutralisieren erfolgte die 

Zugabe von 7,5 ml Medium, dadurch wurde die Trypsin-Reaktion beendet und die Zerstö-

rung der Zellen durch Trypsin verhindert. Das Ganze wurde in ein 50 ml Zentrifugenröhr-

chen überführt. Danach erfolgte die Zentrifugation für 5 Minuten bei 1000 rpm und der 

Überstand wurde abdekantiert. Es wird nun ein neues Medium zugegeben und der Inhalt gut 

geschüttelt. Die Zellsuspension kann jetzt als neue Passage in eine neue Zellkulturflasche 

gegeben werden oder für verschiedene Untersuchungen verwendet werden.   
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4.2. Bestimmung der Zellvitalität 

Eine Voraussetzung für die Durchführung aller Untersuchungen ist die Zählung der Lebend-

zellzahl, weil für alle Experimente eine bestimmte Lebendzellzahl eingesetzt werden sollte. 

Mithilfe von einer Brüker-Zählkammer wurde die Lebendzellzahl bestimmt. Es wurden 360 

µl Medium, 20 µl Zellsuspension und 20 µl Trypanblau in einer Eppendorf-Tube vermischt, 

sodass eine 1:20 Verdünnung erfolgte. Durch Zugabe von Trypanblau können die toten Zel-

len kenntlich gemacht werden. Trypanblau ist ein anionischer Azofarbstoff, der durch defek-

te Zellmembranen ins Zytosol eindringt und dann an Zellproteine bindet. Dadurch erhalten 

diese Zellen eine blaue Färbung und werden unter dem Mikroskop sichtbar. Hingegen blei-

ben die lebenden Zellen hell, wodurch eine Unterscheidung zwischen den beiden Zellen 

möglich wird. Nach dem Auflegen des Deckglases auf die Bürker-Zählkammer wurden da-

rauf 20 µl angefärbten Suspension aufgetragen. Dann erfolgte die Lichtmikroskopische Aus-

zählung der lebenden Zellen aus jeweils 5 x 5 kleinen Quadranten beider Seiten der Kam-

mer. Die Berechnung der Gesamtlebendzellzahl pro ml konnte mit der folgenden Formel 

bestimmt werden. Der Verdünnungsfaktor beträgt 10. Auf die gewünschte Zellzahl pro ml 

können noch weitere Verdünnungen durchgeführt werden.  

Zellen/ml = gezählte Zellzahl (2 x 25 Quadraten) x 10 (Verdünnungsfaktor) x 10
4 

 

 

Abb. 4-1: Schematischer Darstellung einer Bürker-Zählkammer unter dem Mikroskop. 
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4.3 Test- und Substanzvorbereitung 

Mithilfe der folgenden Tests (MTT-Test, BrdU-Test und LDH-Test) wurde die Wirkung der 

drei Flavonoide (Quercetin, Kaempferol und Chrysin) auf die Vitalität, Zellproliferation und 

Zytotoxizität in den verschiedenen Zelllinien untersucht. Für die Durchführung der Experi-

mente benötigt man möglichst die gleichen Mengen an Zellzahl pro Experiment. Nach Be-

stimmung der Lebendzellzahl wurden bei allen Experimenten jeweils etwa 5x 10
5 
Zellen/ ml 

eingestellt. Die Durchführung der folgenden Experimente erfolgte unter sterilen Bedingun-

gen auf 96-Wellplatten. Die untersuchten Flavonoide hatten eine Ausgangskonzentration 

von 10 mg/ml und wurden weiter mit Ethanol verdünnt. Sie wurden jeweils in einem Ver-

hältnis von 1:100 in die 96-Wellplatten gegeben. Die Endkonzentration der Testsubstanzen 

sieht man in Tab. 4-1. Für jede Zelllinie wurde jeder Test drei- bis viermal wiederholt und 

pro Versuch wurden vier Ansätze durchgeführt. Darüber hinaus wurden auch auf jeder 

Wellplatte weitere Kontrollen durchgeführt. Dazu gehören Blindwert und  Negativkontrolle 

1 und 2. Der Blindwert enthielt nur das entsprechende Medium ohne Zellen. Die Negativ-

kontrolle 1 enthielt die Zellen mit ihrem jeweiligen Nährmedium. Zusätzlich zur Negativ-

kontrolle 1 enthielt die Negativkontrolle 2 auch 96% Ethanol, das als Lösungsmittel für alle 

Extrakte verwendet wurde. Durch die Verwendung von Tamoxifen und Östradiol wurden 

deren Wirkungen auf die Zelllinien dargestellt. Dabei beträgt die Ausgangskonzentration 

von Tamoxifen für die Tests 10
-2 

M (=mol/l) und nach 1:100 Verdünnung betrug die End-

konzentration 10
-4 

M (=mol/l). Als Basiskonzentration von Östradiol wurde 10
-7 

M (=mol/l) 

festgelegt. 

Tab. 4-1: Endkonzentration der Testsubstanzen. 

Endkonzentration der Testsubstanzen in µg/ml 

Quercetin 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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4.4 Immunhistochemie (IHC) 

Mithilf e der Immunhistochemie wurde die Expression der Ŭ- bzw. ɓ-Östrogenrezeptoren in 

den verwendeten Zelllinien untersucht. Daneben wurde auch das Vorhandensein von Proges-

teronrezeptoren nachgewiesen. diese Rezeptoren wurden mithilfe des ĂImmPRESS Univer-

sal Reagenz Anti Moause/Rabbit Ig Kitñ von Vector Laboratories und dem ĂLinRed Sub-

stratkit f¿r Peroxidaseñ von LINARIS nachgewiesen. Der Nachweis beruht auf eine Anti-

gen-Antikörper-Reaktion, wobei eine sensible Peroxidase-Reaktion eine wichtige Rolle 

spielt. Durch Bindung der Antikörper an den Rezeptoren können die Östrogenrezeptoren 

markiert und gekennzeichnet werden. Hierbei binden die Primär-Antikörper an das Epitop 

des entsprechenden Antigens (z.B. an Ŭ- bzw. ɓ-ER oder Progesteron-Rezeptor). Die en-

zymmarkierten Sekundär-Antikörper, an denen Peroxidase gekoppelt wurde, sind gegen 

Primär-Antikörper gerichtet und können an diese binden. Als Substrat für die Peroxidase 

wurde das sensitive Chromogen ĂLinRedñ dazugegeben, wobei durch die Peroxidasereaktion 

eine rote Farbe entstand und dadurch die zellulären Antigene nachgewiesen werden konnten. 

 

 

Abb. 4-2: Schematische Darstellung vom immunhistochemischen Verfahren [76]. 
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4.4.1 Durchführung der Immunhistochemie 

Bei der Immunhistochemie erfolgte die Zellaussaat auf eine 24-Well-Platte. Es wurden 300 

µl der jeweiligen Zellsuspension mit einer Konzentration von 250.000 bis 300.000 Zellen/ml 

in jedes Well pipettiert. Danach wurden die Wellplatten für 1-2 Tage im Brutschrank bei 37 

°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde das Medium abdekantiert und es erfolgte die Spü-

lung der Zellen mit 200 µl PBS (1- bis 2-mal). Nach Fixierung der Zellen mit 4% Formafix 

für 20 min wurden alle Wells zweimal hintereinander mit PBS für jeweils 5 min gewaschen. 

Danach wurde die endogene Peroxidase-Aktivität der Zellen durch Zugabe von 0,3 %igem 

H2O2 für 30 min inhibiert und anschließend wieder 2 mal mit PBS gewaschen. Um unspezi-

fische Reaktionen in den Zellen durch natürlich vorhandenes Biotin (Vitamin B7) zu blo-

ckieren wurde ein Horse-Serum tropfenweise für 20 min hinzugefügt. Es erfolgte danach die 

Zugabe der spezifischen Primär-AK (ERŬ, ERɓ und PR). In die Negativkontrolle wurden  

anstatt eines Primärantikörpers 2 Tropfen Horse-Serum gegeben und die Zellen so über 

Nacht im Kühlschrank bei ca. 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen 3-mal 

mittels PBS gespült und anschließend wurden 2 bis 4 Tropfen des Sekundärantikörpers  

(Peroxidase ImmPRESS) für ca. 30 bis 45 min dazugegeben. Nach der Inkubation mit dem 

Sekundärantikörper wurden die Zellen nochmals 3-mal mit PBS gespült. Zuletzt erfolgte das 

immunhistochemische Färbeverfahren. Hierbei wurden als Substrat für die Peroxidase pro 

Well ca. 3-5 Tropfen des sensitiven Chromogens ĂLinRedñ dazugegeben und die Wellplatten 

anschließend lichtgeschützt für ca. 5-30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgte 

die Spülung mit Leitungswasser, um die Färbereaktion abzustoppen. Unter dem Mikroskop 

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

Rezeptorstatus der Zellen beurteilt werden. 

 

4.5 LDHïZytotoxizitätstest 

Durch den LDH-Test lässt sich der Zelltod bzw. die Zelllyse und damit die Zytotoxizität der 

jeweiligen Testsubstanzen auf die verwendeten Zelllinienzellen quantitativ bestimmen. Das 

Prinzip dieses Verfahren basiert auf die Bestimmung bzw. Messung der LDH-Aktivität im 

Zellkulturüberstand. LDH ist ein stabiles, im Zytoplasma aller Zellen exprimiertes Enzym, 

das ein Schlüsselenzym im anaeroben Stoffwechsel der Zelle darstellt. Nach Zerstörung oder 

Schädigung der Zelle bzw. der Zellmembran fließt LDH schnell in das Zellkulturmedium, 

wo dies nachgewiesen werden kann. Zuerst katalysiert das LDH-Enzym die Oxidation von 
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Lactat zu Pyruvat. Gleichzeitig erfolgte die Reduktion von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid 

(NAD)+ zu NADH/H+. Dann katalysiert die Diaphorase die Reduktion vom schwach gelb 

gefärbten Tetrazolium-Salz 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid 

(INT) zu dem rot gefärbten Formazan-Salz. Gleichzeitig erfolgte die Oxidation vom 

NADH/H+  zu NAD+. Das gebildete Formazan kann jetzt am ELISA-Reader photometrisch 

bei einer Wellenlänge von 490 nm und einer Referenz von 620 nm quantifiziert werden. Die 

Menge des entstandenen  Formazans ist also proportional zur Anzahl geschädigter bzw. toter 

Zellen. Die Zytotoxizität ist umso größer, je mehr die Farbumwandlung von Hellgelb (INT) 

zu Rot (Formazan) ist [77].  

 

Abb. 4.3: Prinzip des LDH-Testes [77]. 

Durchführung  

1. Zellkultivierung: Pro Well wurden 100 µl Zellsuspension der jeweiligen Zelllinie mit 

einer Konzentration von ca. 500.000 Zellen/ml auf eine 96 Well-Platte pipettiert. 

Über Nacht wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 für 24 h inku-

biert. Auf jeder 96-Well-Platte wurden jede Testsubstanz, der high control, der Nega-

tivkontrolle 1und 2 viermal untersucht.  

2. Mediumwechsel: das alte Medium (10% FKS) wurde abgenommen und durch 198 µl 

frisches Medium (1% FKS) pro Well ersetzt. Danach wurden 2 µl Testsubstanz in 

das entsprechende Well zugegeben. Bei der high control wurden  Triton x-100 und 

das 1% FKS Medium (1:100 Verdünnung) verwendet und davon 200 µl in jeweils 

Laktat 

t 

Pyruvat 

 

Tetrazolium-Salz Formazan-Salz 
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vier Wells pipettiert. Dann erfolgte 24 h Inkubation im Brutschrank (37° C, 5 % 

CO2). 

3. Pro Well wurden 100 µl der Zellsuspension aus dem Überstand abgenommen und in 

neue 96 Well-Platte gegeben, wobei die alten 96 Well-Platten entsorgt wurden. Dazu 

wurden 100 ɛl/Well Reaction mixture gegeben und das Ganze bei Raumtemperatur 

für 10 bis 30 min im Dunklen inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von  50 

ɛl/Well 1 HCl abgestoppt.  

4. Messung am ELISA-Reader: die Farbreaktion wurde mit Hilfe eines ELISAïReaders 

(Wellenlänge: 490 nm, Referenz: 620 nm, Mischungszeit der Färbereagenz: 5 sec) 

viermal in Form der Extinktion kolorimetrisch gemessen und mit Hilfe das Compu-

terprogrammes ĂMicroplate-Managerñ registriert. Aus den gemessenen Werten wur-

de die Zytotoxizität mithilfe dieser Gleichung festgestellt. 

  

Zytotoxizitªt%=100x
Extinktion Probe-Extinktion Negativkontrolle 2

Extinktion hohe Kontrolle -Extinktion Negativkontrolle 2
 

 

 

4.5 BrdU-Zellproliferationstest 

Durch dieses Testverfahren konnte die Zellproliferation nach Verwendung der Testsubstan-

zen quantitativ bestimmt werden. Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon 

des Thymidin, das während der DNA-Synthese anstelle der Base Thymidin in DNA einge-

baut werden kann. Hierbei wurden die Zellen mittels Reagenz FixDenat fixiert und somit die 

DNA denaturiert. Danach erfolgte die Zugabe von BrdU-Antikörper, die durch ihre Bindung 

an der neu synthetisierten DNA das eingebaute BrdU detektieren können. Danach erfolgte 

die Zugabe eines Peroxidase-gekoppelten Anti-BrdU-Antikörpers. Dadurch entsteht ein Im-

munkomplex, welches mittels Zugabe von Tetramethylbenzidin (TMB) zu einer Farbumset-

zung führen kann. Die resultierende Farbintensität korreliert mit der Menge der neu syntheti-

sierten DNA und dementsprechend auch mit der Anzahl lebendiger bzw. proliferierender 

Zellen. Die Absorption des Reaktionsproduktes wird mithilfe vom ELISA-Reader bei einer 

Wellenlänge von 450 nm photometrisch gemessen [78]. 
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Durchführung  

1. Zellkultivierung: genauso wie LDH-Test wurden pro Well 100 ɛl Zellsuspension mit 

einer Konzentration von 500.000 Zellen/ml in 96-Well-Platten pipettiert und im 

Brutschrank f¿r 24 h bei 37ęC und 5% CO2 inkubiert. 

2. Zugabe der Extrakte: in diesem Schritt erfolgte kein Mediumwechsel. In den jeweili-

gen Wells auf der 96-Well-Platte wurde 1 µl der Testsubstanz pipettiert und für 24 h 

bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. 

3. Nach der Kultivierung wurden in jedes Well außer der backround control 10 BrdU 

(verdünnt mit Nährmedium 1:100) pipettiert und das Ganze für 3 h bei 37°C und 5% 

CO2 im Brutschrank inkubiert. 

4. Denaturierung der DNA: nach 3 h erfolgte die Entfernung des Mediums und wurden 

200 ɛl/Well ĂFix-Denatñ f¿r ca. 30 min dazugeben. Danach wurde das Fix-Denat 

durch Abklopfen entfernt. 

5. Antikºrperbindung: 100 ɛl/Well ĂAnti-BrdU-POD working solutionñ (AK) wurden 

für 60 min dazugeben. Danach erfolgte die Entfernung der Anti-BrdU-POD-

working-solution 

6. Die Zellen werden nun 3-mal mit 200 ɛl/Well BrdU- Waschpuffer (gelöst in destil-

liertem Wasser 1:10) gewaschen. 

7. 100 µl/Well Substratsolution (Tetramethylbenzidin) wurden für 10-15 min dazuge-

geben. Danach erfolgte das Abstoppen der Farbreaktion durch Zugabe von 25 

ɛl/Well 1 M H2SO4.  

8. Messung am ELISA-Reader: die Farbreaktion wurde mit Hilfe eines ELISAïReaders 

(Wellenlänge: 490 nm, Referenz: 620 nm, Mischungszeit der Färbereagenz: 5 sec) 

viermal in Form der Extinktion kolorimetrisch gemessen und mit Hilfe das Compu-

terprogrammes ĂMicroplate-Managerñ registriert. Aus den gemessenen Werten wur-

de die Zellproliferationsrate mithilfe dieser Gleichung festgestellt. 

 

Zellproliferation %=
Extinktion Testsubstanz x 100% (Negativkontrolle 2)

Extinktion Negativkontrolle 2
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4.6 MTT-Test 

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Test für die Beurteilung der Zellproliferation und 

Zellviabilität. Das Prinzip basiert auf der Umwandlung des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-

Dimethylthiazol-2-yl] -2,5 Diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT) in violette, wasserunlösli-

che Formazankristalle. Diese Reaktion erfolgte in den Mitochondrien durch mitochondriale 

Dehydrogenasen des Succinat-Tetrazolium-Reduktase-Systems mit dem Cofaktor NADH. 

Diese Enzyme sind nur in lebensfähigen Zellen aktiv, deswegen  eignet sich die Umwand-

lung von MTT zu Formazan als Maß für die Viabilität und Proliferation lebendiger Zellen. 

Bei der Negativkontrolle 2 beträgt die Viabilität 100% .Je stärker die Farbumwandlung von 

Gelb (MTT) nach Violett (Formazankristalle) ist, desto höher ist die Anzahl der vitalen Zel-

len und deren Stoffwechselaktivität. Die Absorption dieser gefärbten Lösung kann mittels 

ELISA-Reader bei einer bestimmten Wellenlänge (in der Regel zwischen 500 und 600 nm) 

quantifiziert werden [79]. 

 

Abb. 4.4: Prinzip des MTT-Tests [78]. 

Durchführung  

1. Zellkultivierung: Pro Well wurden 100 µl Zellsuspension der jeweiligen Zelllinie mit 

einer Konzentration von ca. 500.000 Zellen/ml auf eine 96 Well-Platte pipettiert. Für 

ca. 24h wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

2. Zugabe der Extrakte: in diesem Schritt erfolgte kein Mediumwechsel. In den jeweili-

gen Wells auf der 96-Well-Platte wurde 1 µl der Testsubstanz pipettiert und für 24 h 

bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. 

3. Zugabe des MTT-Reagenz: 10 ɛl/Well MTT-Reagenz wurden dazugegeben und die 

96 Well-Platte für 4 h im Brutschrank (37°C und 5% CO2) inkubiert. 

4. 100 ɛl/Well Solubilisierungslºsung (10% SDS in 0,01 M HCL) wurden dazugegeben 

und für 24 h im Brutschrank bei37°C und 5% CO2 inkubiert. 
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5. Messung am ELISA-Reader: die Farbreaktion wurde mit Hilfe eines ELISAïReaders 

(Wellenlänge: 570 nm, Referenz: 655 nm, Mischungszeit der Färbereagenz: 5 sec) 

viermal in Form der Extinktion kolorimetrisch gemessen und mit Hilfe das Compu-

terprogrammes ĂMicroplate-Managerñ registriert. Aus den gemessenen Werten wur-

de die Zellproliferationsrate mithilfe dieser Gleichung festgestellt. 

Relative Vitalitªt%=
Extinktion Testsubstanz x 100% (Negativkontrolle 2)

Extinktion Negativkontrolle 2
 

4.7 Statistische Auswertung 

Die Experimente zur Überprüfung der Zytotoxizität,  Proliferation und Vitalität (LDH, 

BrdU, MTT-Test) wurden bei allen vier Zellli nien (MCF-7, BT-20, MCF-10a und MCF-

12a) für jede Testsubstanz 3-mal wiederholt. Pro Versuch wurden die Negativkontrollen, die 

Substanzkontrollen, die high control (LDH-Test), die background control (BrdU-Test) sowie 

die Substanzkonzentrationen vierfach bestimmt. Damit die relativen und systematischen 

Fehler minimiert werden können, wurde ein Feld der Wellplatte lediglich nur mit Medium 

befüllt. Nach den einzelnen Durchführungen wurden alle Felder der Wellplatte kontrolliert 

und ausgewertet einschließlich des Feldes, welches nur mit Medium befüllt war (Blindwert 

s. obige Formel). Daraus folgt, dass man die Messwerte des leeren Wells von den Messwer-

ten der Kontrollwells als auch von den Messwerten der Testwells subtrahiert hat. Damit die 

Zytotoxizität, die Proliferation und die Vitalität ermittelt werden konnte, wurden die high 

controll (LDH-Test) und die Negativkontrolle 2 (BrdU- und MTT-Test) auf 100% gesetzt. 

Aus den ermittelten Werten der Zytotoxizität,  der Proliferation und der Vitalität wurde der 

Mittelwert und die Standardabweichung durch das Programm Microsoft Excel berechnet. 

Darüber hinaus wurden die verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen sowie die 

Kontrollsubstanzen mithilfe vom Programm SPSS getestet, ob sie einen signifikanten Ein-

fluss besitzen. Um die Signifikanz der Ergebnisse in Bezug auf die Negativkontrolle 2 

(BrdU-, MTT-Test) bzw. der high control (LDH-Test) zu erkennen, wurden die Variablen ( 

die einzelnen Konzentrationen der Testsubstanzen und die Kontrollsubstanzen) auf Signifi-

kanz mittels einer Regressionsanalyse getestet, die auf den T-Test basieren. Das Konfiden-

zintervall der statistischen Tests lag bei 95%, wodurch eine 5%ige Fehlerwahrscheinlichkeit 

resultiert (P  ̓0,05, Ŭ = 5%). Die statistischen Verfahren, die in dieser Arbeit verwendet 

wurde, wurden mithilfe des Instituts für Biostatistik und Informatik der Universität Rostock 

durchgeführt.                    
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5. Ergebnisse 

5.1. Immunhistochemie (IHC) 

Mithilfe der Immunhistochemie wurde die Expression der Ŭ- bzw. ɓ-Östrogenrezeptoren und 

der Progesteronrezeptoren in den verwendeten Zelllinien (MCF-7, BT-20, MCF-10a und 

MCF-12a) nachgewiesen. Beim Vorhandensein dieser Rezeptoren zeigten die Zellen eine 

Rotfärbung. Die Stärke der Rotfärbung korreliert mit der Häufigkeit dieser Rezeptoren in 

den Zellen. Bei den immunhistochemischen Untersuchungen  wurden bei allen Zelllinien 

Negativkontrollen durchgeführt, bei denen keine Primärantikörper verwendet wurden. Die 

Negativkontrollen waren bei allen Zelllinien immer farblos. Abb. 5-1 zeigte im Gegensatz zu 

der Negativkontrolle eine deutliche Rotfärbung der MCF-7 Zellen. Analog zu den MCF-7 

Zellen zeigen auch die MCF-12a Zellen bei den immunhistochemischen Verfahren auch eine 

Rotfärbung (Abb. 5-2). Jedoch ist die Farbintensitªt abhªngig vom Rezeptortyp: ERŬ > ERɓ 

> PR. Das deutet daraufhin, dass die MCF-7 und MCF-12a Zellen den ER Ŭ/ɓ, sowie den 

Progesteronrezeptor besitzen. 

   

MCF-7, ERŬ positiv                                         MCF-7, ERɓ positiv  

   

MCF-7, PR positiv                                           MCF-7, Negativkontrolle  

Abb. 5-1: Mikroskopischer Nachweis der immunohistochemischen Reaktion der Expression von Rezeptoren 

(ER Ŭ/ɓ und PR) bei MCF-7 Zellen, 20x Bildvergrößerung (diverse Zellen sind mit schwarzen Pfeilen mar-

kiert) 








































































































































