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SYMBOL- UND ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

AF-1 Aktivierungsfunktion 1

AF-2 Aktivierungsfunktion 2

ATCC American Type Culture Collection
BMI body mass index

BRCA breast cancer (gene)

BRCA1 breast cancer (gene) 1

BRCA2 breast cancer (gene) 2

BrdU Bromdeoxyuridin

CO, Kohlenstoffdioxid

DCIS ductal carcinoma in situ

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid

E2 Estradiol

ECM Extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
END Enterodiol

ENL Enterolacton

ERE Estrogen-responsive Elemente
ERa Estrogenrezeptor alpha

ERB Estrogenrezeptor beta

EtOH Ethanol

FKS fetales Kalberserum

GOD Glukoseoxidase

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

Ham's Hams Nutrient Mixtures

HCL Salzsaure

HER2 human epidermal growth factor receptor 2
HET Hormonersatztherapie

HMEC Human Mammary Epithelial Cells
HRP Horseradish peroxidase

IHC Immunhistochemie

Kl Konfidenzintervall

LCIS lobular carcinoma in situ

LDH Laktatdehydrogenase

MATA Matairesinol

MP Mikrotiterplatte

NK 1 Negativkontrolle 1

NK 2 Negativkontrolle 2

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung
PK Positivkontrolle

PR Progesteronrezeptor

ROS Reaktive Sauerstoffspezies
SDG Secoisolariciresinol-Diglykosid
SECO Secoisolariciresinol

SERM Selektiver Estrogenrezeptor Modulator
SHBG Sexhormonbindendes Globulin
Tab. Tabelle

UFK Universitatsfrauenklinik

UpM Umdrehungen pro Minute
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1: a) Schematischer Saggitalschnitt der weiblichen Brust; b) Lichtmikroskopische
Aufnahme der epithelialen Anteile der Brustdrise (Orginalpraparat von W.Bargmann
1995; Rhesus-Affin, Farbung: Hamatoxylin; LupenvergroBerung); Originalquelle
Ldllmann-Rauch 2015 [163], modifiziert nach Thieme via medici 2018 [269]................. 1
2: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten von Brustkrebs 2012 im
weltweiten Vergleich (je 100.000), modifiziert nach International Agency for Research
1240 T T I ) TSRS 2
3: Strukturformeln wichtiger Vertreter der Sexualhormone, modifiziert nach Birkenheuer
1722 200724 R 11
4: Doméanenstruktur der Estrogenrezeptoren im Vergleich, angelehnt an Leidenberger
et al. 2014 [152] und AKEONES 2017 [8] ..eeeeieeiiee et 12
5: Vereinfachte schematische Darstellung der Estrogen-vermittelten
Signaltransduktion; a) ERE-abhangige klassische Estrogenwirkung; b) ERE-
unabhangige direkte Interaktion mit Transkriptionsfaktoren (TF); c) Aktivierung von
Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (TKR) wie den EGFR oder Proteinkinasen (PK) wie Src; d)
Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPGR), z.B. Gq, Gi, Gs; €) direkte
Aktivierung von lonenkanalen (IK), z.B. Na+- und Ca?- Kanale; angelehnt an Aktories
2077 8] eeeeiitee ettt ettt e e e e — e e e e ——— e e e e———a e e e e ——eeeeaaaaeeeeanrneaeaaarees 13
6: Strukturformeln von 173-Estradiol, Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich, modifiziert
nach Birkenheuer [26] und STEMCELL Technologies 2018 [256, 257].........ccccvveee..... 15
7: Strukturformel unterschiedlicher Phytoestrogene im Vergleich nach Phenol-Explorer
A N ST 740 ] [P PPRRR 17
8: Metabolisierung ausgewahlter Lignane, angelehnt an Heinonen et al. 2001 [108] .. 20
9: Lichtmikroskopische Aufnahme der Zelllinien (Vergrofierung 20 x); a) Zelllinie
MCF-12A; b)HMEC; c) Zelllinie Hs 578T. Jeweilige Zellen exemplarisch mit
schwarzem Pfeil markier...... ... 25
10: a) Schematische Darstellung einer Zellenzédhlkammer, modifiziert nach Neuendorf
2015 [196]; b) Schematische Darstellung eines Zahilnetztes nach Burker;
¢) Maanderformiges Auszahlen der vitalen Zellen in der Zahlkammer, in Anlehnung an
Gstraunthaler und Lindl 2013 [98] ....ceiiiiiiiiieeee e 29
11: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Reaktion, angelehnt an
Vector LaboratorieS [279] ... ettt a e 32
12: Reaktionsschema des LDH-Testes, modifiziert nach Roche Applied Science 2005
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Abb.

13: Bestlickungs-Schema der Mikrotiterplatten;Tam = Tamoxifen, E2 = Estradiol,
END = Enterodiol, ENL = Enterolacton, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml],
MEZ = Medium + Ethanol + Zellen (NK 2), MZ = Medium + Zellen (NK 1), M = Medium,

T = THON (PIK) ettt e e et e e e e e e eneeeeeean 36
14: Strukturelle Ahnlichkeit von Thymidin und BrdU, modifiziert nach Bio-Rad
Laboratories 2018 [25].....cccc i 37

15: Reaktionsschema des Hydrogen Peroxide Assays, angelehnt an Held 2003 [109]39
16: Reaktionsschema der Glukosebestimmung, modifiziert nach Zier et al. 1988 [309]40
17: Immunhistochemie der Zelllinie MCF-12A; Lichtmikroskopische Aufnahme;
a) Estrogenrezeptor a positiv (VergroRerung 20 x); b) Estrogenrezeptor [ positiv
(Vergroflerung 10 x); c) Progesteronrezeptor positiv (Vergrofierung 20 x);
d) Negativkontrolle (VergroRerung 20 x), Positive Zellen exemplarisch mit schwarzem
L = 1 I 4 F= T o =T o PP 44
18: Immunhistochemie der HMEC; Lichtmikroskopische Aufnahme (Vergréferung
10 x); a) Estrogenrezeptor a positiv; b) Estrogenrezeptor B  positiv;
c) Progesteronrezeptor positiv; d) Negativkontrolle. Zur Verfigung gestellt vom
Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock. Positive Zellen exemplarisch mit
schwarzem Pfeil Marki€rt...........ooo e 45
19: Immunhistochemie der Zelllinie Hs 578T; Lichtmikroskopische Aufnahme
(Vergrofierung 10 x); a) Estrogenrezeptor a negativ; b) Estrogenrezeptor B positiv;
c) Progesteronrezeptor negativ; d) Negativkontrolle. Positive Zellen exemplarisch mit
schwarzem Pfeil Marki€r...... ... 45
20: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Zelllinie MCF-12A
im Vergleich zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10™° mol/l), Tam = Tamoxifen

(1 x10™* mol/l), NK 1 = Medium + Zellen, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml];

21: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die HMEC im Vergleich

zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10° moll), Tam = Tamoxifen
(1 x10™*mol/l), NK 2 = Medium + Zellen + Ethanol, 1-50 = Substanzkonzentration
18 Te gl T I O SO PURRRRt 48

22: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Zelllinie Hs 578T im
Vergleich zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10 mol/l), Tam = Tamoxifen
(1 x10*mol/l), NK 1 = Medium + Zellen, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml];
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EINLEITUNG

. EINLEITUNG

1.1 DIE WEIBLICHE BRUST

Die Mamma besteht im Wesentlichen aus einem in Binde- und Fettgewebe eingebetteten
Drisen- und Milchgangsystem. Die Glandula mammaria umfasst 10 bis 20 Lobi, die jeweils
aus gruppiert angeordneten alveolaren Endstlicken, den Lobuli, und einem verzweigten Sys-
tem aus Milchgangen, den Ductus lactiferi, zusammengesetzt sind. Sie sind Uber einen Ter-
minalductus miteinander verbunden. Die Gange eines Lobus minden jeweils in einen ge-

meinsamen Ductus lactifer colligens auf der Papilla mammae (Abb. 1) [162].

Terminalductus —

Lobulus

Areola
Papilla mammae
— Sinus lactifer

Ductus lactifer

a I b FL T A < A
Abb. 1: a) Schematischer Saggitalschnitt der weiblichen Brust; b) Lichtmikroskopische Aufnahme der
epithelialen Anteile der Brustdriise (Orginalpraparat von W.Bargmann 1995; Rhesus-Affin, Farbung:
Hamatoxylin; LupenvergroRerung); Originalquelle Lillmann-Rauch 2015 [162], modifiziert nach Thie-
me via medici 2018 [268].

Eine variable Anzahl der Epithelzellen des Brustdrisengewebes exprimiert Estrogen- und /
oder Progesteronrezeptoren [51, 199, 293]. Uber diese kommt es wahrend des Menstruati-
onszyklus physiologisch zu einer hormonabhangigen Stimulation der Epithelzellproliferation.
Insbesondere zwischen Menarche und erster Schwangerschaft unterliegt so die Brustdrise
starken Veranderungsprozessen, wodurch diese Phase mit einer hohen Vulnerabilitat ge-
genuber endogenen und exogenen Karzinogenen verbunden ist [53].

Nach der Menopause kommt es in Folge sinkender Hormonspiegel zu einer Atrophie von
Lobuli und Bindegewebe (Altersinvolution) und einer Zunahme des relativen Fettanteils
[162]. Sowohl das Gangsystem als auch einzelne Lobuli bleiben bestehen [162] und stellen
insbesondere bei fehlendem Absinken der Sexualhormonspiegel eine potenzielle Risi-

kostruktur fir die Entwicklung eines Mammakarzinoms in der Postmenopause dar.
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1.2 DAS MAMMAKARZINOM

1.2.1 EPIDEMIOLOGIE

Laut Daten des Zentrums flr Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts erkrankten im
Jahr 2014 in Deutschland 69.220 Frauen und 650 Manner an Brustkrebs, 17.804 Menschen
starben daran. Frauen erkranken etwa 100 Mal haufiger als Manner [305]. Weltweit wurden
im Jahr 2012 rund 1,67 Millionen Neuerkrankungen und 522.000 Todesfalle durch Brust-
krebs diagnostiziert [119]. Damit macht das Mammakarzinom der Frau sowohl in Deutsch-
land als auch weltweit den gréf3ten Anteil aller neu diagnostizierter maligner Tumoren aus
und stellt die haufigste Krebstodesursache der Frau dar [228, 254]. Das mittlere Erkran-
kungsalter fur Frauen in Deutschland lag 2013 bei 64 Jahren, fast 30 % der betroffenen
Frauen waren bei der Diagnosestellung jinger als 55 Jahre alt [228].

Die Inzidenzraten unterschieden sich 2012 weltweit um das Vierfache (Abb. 2) [120]. Wah-
rend in Westeuropa und Nordamerika die altersstandardisierte Rate an Neuerkrankungen
(pro 100.000 Einwohner) bei 96 bzw. 92 lag, war sie in Zentralafrika und Ostasien lediglich
bei etwa 27 [272].

Nordamerika
Westeuropa
Nordeuropa
Ausiralien / Neuseeland
Sideuropa
Starker entwickslte Regionen
Stdamerika
Zentral- und Osteuropa
Nordaitika
Welt
Westasien
Sadafrika
Westairika
Sadostasien
Zenfralamerika
Weniger entwickelte Regionen
Ostairika
Sad- und Zenfralasien
Ostasien M Inzidenz
Mittelafrika M Mortalitat
0 20 40 60 80 100
Abb. 2: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten von Brustkrebs 2012 im weltweiten
Vergleich (je 100.000), modifiziert nach International Agency for Research 2015 [119].
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1.2.2 ATIOLOGIE

Entartete Zellen entstehen durch Veranderung der genetischen Information, sog. Mutationen.
Sind Onkogene (z. B. K-ras) oder Tumorsuppressorgene (z. B. p53) betroffen, fuhrt deren
Funktionseinschrankung zum Verlust von Regulations- und Kontrollmechanismen und damit
zu einer Veranderung von Teilung, Wachstum und Differenzierung der Zellen [294]. Der Ver-
erbung von einzelnen genetischen Defekten, wie der Keimbahnmutation des Tumorsuppres-
sorgens BRCA bei familidarem Mammakarzinom, werden nur 5-10 % der Krebsfalle zuge-
schrieben [195]. In der Regel sind eine Reihe von Mutationen notwendig [110], die im Laufe
des Lebens multifaktoriell durch endogene Faktoren wie beispielsweise Hormone, oxidativen
Stress und chronischen Entziindungsprozessen sowie exogene Einflisse wie z. B. Strah-
lung, Infektionen oder Erndhrung entstehen [294]. Auch epigenetische Veranderungen spie-
len eine Rolle. Dabei kann es durch Methylierung oder Acetylierung von DNA- oder Histon-
abschnitten zu einer raumlichen Konfigurationsanderung der DNA und damit einer fehlerhaf-
ten Transkription von Genen kommen [294]. Schatzungsweise 70-90 % der Krebserkran-
kungen entstehen durch exogene Einflisse [298].

Fiar die Mehrzahl der Brustkrebs-Patientinnen liegt keine genaue Ursache vor [138]. Neben
der Vererbung von Genmutationen gibt es jedoch zahlreiche Risikofaktoren, die nachweislich
die Entstehung von Brustkrebs beeinflussen kénnen.

Wenn nicht anders erwahnt, beziehen sich die nachfolgend genannten Daten und Studien in

dieser Arbeit auf Frauen.

1.2.2.1 RISIKOFAKTOREN

GENETISCHE UND FAMILIARE PRADISPOSITION

In etwa 30 % der Falle ist eine Haufung von Brustkrebserkrankungen in der Familie von Be-
troffenen nachweisbar. Der Mutation eines bestimmten Risikogens werden aber nur in etwa
5-10 % der Brustkrebsfalle zugeschrieben [69]. Mit einem Anteil von etwa 25 % stellen ins-
besondere die autosomal-dominant vererbten Mutationen der Gene BRCA1 (breast cancer
gene 1) und BRCA2 (breast cancer gene 2) einen wichtigen Risikofaktor des erblich beding-
ten Mammakarzinoms dar [137]. Laut einer Metaanalyse von 22 Studien haben Frauen mit
einem BRCA1-Gendefekt bis zum Alter von 70 Jahren ein Risiko von 65 % (95 % Konfiden-
zintervall (Kl): 44—78 %) an einem Mammakarzinom zu erkranken, bei BRCA2- Mutations-
tragerinnen liegt das Risiko bei etwa 45 % (95 % Kl: 31-56 %) [11]. Ein weiteres Risikogen
fur Burst- und Eierstockkrebs, das Tumorsuppressorgen RAD51C konnte 2010 vom Deut-

schen Konsortium flr erblichen Brust und Eierstockkrebs identifiziert werden [176]. Es ist bei
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ca. 1,54 % der Hochrisikofamilien mutiert [137]. Weitere Gene, die flr erblichen Brustkrebs
pradisponieren sind CHEK2 (checkpoint kinase 2) und ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated).
5-10 % der erblich bedingten Mammakarzinome entstehen im Rahmen seltener Syndrome,
wie z. B. dem Li-Fraumeni-Syndrom im Rahmen einer Keimbahnmutation im TP53-Gen oder
dem Cowden-Syndrom mit Mutationen im PTEN/MMAC-Gen. Die Ubrigen 40—-45 % der er-
blich bedingten Mammakarzinome werden derzeit noch nicht identifizierten Mutationen zu-

geschrieben [137].

LEBENSALTER

Die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken steigt mit zunehmendem Lebensalter. Ab dem gebar-
fahigen Alter nimmt die Inzidenz rasch zu, steigt auch nach der Menopause weiter an und
erreicht mit 65 bis 70 Jahren ein Maximum. Im Anschluss sinkt das Risiko wieder etwas ab
[228].

VORBELASTUNGEN DER BRUST

Neben Vorstufen eines Mammakarzinoms wie dem DCIS (ductal carcinoma in situ) und LCIS
(lobular carcinoma in situ) [153] pradisponieren auch einige gutartige Veranderungen der
Brust fUr ein invasives Karzinom. Von sog. Mastopathien, hormonell bedingten benignen
Brusterkrankungen, die sich durch proliferative, involutive und fibrozystische Veranderungen
auszeichnen [218], sind etwa 50 % aller Frauen zwischen dem 35. und 55. Lebensjahr be-
troffen [151]. Insbesondere proliferative Lasionen mit Atypien nach Page et al., wie die atypi-
sche lobulare oder duktale Hyperplasie, sind mit einer vier- bis flinfmal héheren Brustkrebs-
wahrscheinlichkeit assoziiert [59, 74, 107, 160, 203].

Auch bei Frauen, deren Brustdrisengewebe mammographisch eine hohe Dichte aufweist
kann das Risiko um das Vier- bis Flinffache ansteigen [175].

Eine Strahlentherapie des Brustkorbs bei Malignomen im Kindes- oder Jugendalter ist eben-
falls ein Risikofaktor fur die Entwicklung eines Mammakarzinoms im Erwachsenenalter [111,
189, 216]. War eine Frau bereits an Brustkrebs erkrankt, ist die Gefahr auch an der kontrala-
teralen Brust an einem zweiten primaren Mammakarzinom zu erkranken gegenuber nicht

vorbelasteten Frauen um das Zwei- bis Sechsfache erhdht [46].
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REPRODUKTIVE UND HORMONELLE FAKTOREN

Menstruation, Schwangerschaft und Stillzeit

Ein langer hormonaktiver Zeitraum, also eine frithe Menarche und eine spate Menopause,
erhdhen die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken. Laut einer Metaanalyse der Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2012 von 117 Studien steigt das Risiko um
den Faktor 1,050 (95 % KI: 1,044—-1,057; p < 0,0001) pro Jahr bei verfrihter Menarche und
um 1,029 (95 % KI: 1,025-1,032; p < 0,0001) fUr jedes Jahr alter bei der Menopause [57].
Ebenso erhéhen keine oder wenige Schwangerschaften und eine kurze Gesamitstillzeit die
Gefahrdung. Eine weitere Metaanalyse dieser Arbeitsgruppe im Jahr 2002 von 47 Studien
zeigte, dass das Brustkrebsrisiko durch jede Geburt um 7,0 % (95 % KI: 5,0-9,0; p < 0,0001)
und pro 12 Monate Stillzeit um 4,3 % (95 % KI: 2,9-5,8; p < 0,0001) gesenkt werden kann
[56].

Orale Kontrazeption und Hormonelle Ersatztherapie

Eine Vielzahl an Studien belegen, dass die Einnahme einer postmenopausale Hormoner-
satztherapie (HET) das Risiko an einem Mammakarzinom zu erkranken signifikant erhoht
[17, 21, 48, 54, 180]. Es steigt in Abhangigkeit von Zeitpunkt, Dauer der Einnahme und Hor-
monzusammensetzung bis auf mehr als das Zweifache an. Die grofite Gefahr geht dabei von
einer Ostrogen-Gestagen-Kombinationstherapie und einer Einnahmedauer von mehr als
10 Jahren aus [17, 21, 180].

Uber den Einfluss oraler Kontrazeptiva auf das Brustkrebsrisiko herrscht Uneinigkeit. Eine
Vielzahl an Studien ergab, dass die Langzeiteinnahme oraler Kontrazeptiva zu keiner bzw.
zu einer geringen signifikanten Erhdhung des Brustkrebsrisikos flhrt [49, 58, 71, 95, 104,
121, 171, 185, 281]. Einige Studien zeigen, dass sich das Risiko nach 5-10 Jahren nach
Beendigung der Einnahme an das Risiko von Frauen, die nie ein orales Kontrazeptivum ein-
genommen haben, angleicht [49, 58, 121, 185].

LIFESTYLE FAKTOREN
Korpergrofle und -Gewicht

Bei Ubergewicht (Body Mass Index (BMI) 25-30) und vor allem Fettsucht (BMI > 30) in der

Postmenopause ist die Gefahr an Brustkrebs zu erkranken um etwa 20-30 % erhoht [142,

278]. Nach einer Studie der Women’s Health Initiative mit 67.142 postmenopausalen Frauen
steigt das Risiko bei einem BMI > 30 um mehr als 50 % an [196]. Dabei zeigt sich eine starke
Assoziation zu hormonrezeptorpositiven Tumoren [196, 257]. Pramenopausale Ubergewich-

tige (BMI 25-30) oder adipdse (BMI > 30) Frauen dagegen haben je nach Studie ein leichtes




EINLEITUNG

signifikant [278] oder nicht-signifikant [142] geringeres Risiko als normalgewichtige Frauen
an Brustkrebs zu erkranken.

Auch die KoérpergréRe scheint insbesondere in der Postmenopause flr gro3e Frauen einen
signifikanten unabhangigen Geféahrdungsfaktor fur Brustkrebs darzustellen [142]. Van der
Brandt et al. berichteten 2000 in einer Metaanalyse von einem relativen Risiko von 1,02
(95 % KI: 0.96-1.10) von pramenopausalen und 1,07 (95% KI: 1,03-1,12) von post-

menopausalen Frauen pro Zunahme der Kérpergréf3e um 5 cm [278].

Korperliche Aktivitat

Laut einer Metaanalyse haben Frauen, die vermehrt korperlich aktiv sind ein um ca. 25 %
geringeres Risiko an Brustkrebs zu erkranken als inaktive Frauen [164]. Insbesondere ent-
spannte kérperliche Aktivitdt mit mittlerer bis kraftiger Intensitat fihrte in Studien zu einer
Reduktion der Gefahr. Dies galt unabhangig von dem Menopausenstatus, war jedoch post-

menopausal am groten und verstarkte sich bei lebenslanger Aktivitat [85, 164].

Erndhrung:
Zahlreiche Studien mit zum Teil stark abweichendem Design und Ergebnissen haben sich

mit dem Zusammenhang von Brustkrebs und Erndhrung beschéaftigt. So gibt es Hinweise,
dass eine ,Westliche Diat* reich an Zucker und Fett, Fleisch, Fertigprodukten und Alkohol mit
einem erhdhten [38, 60], eine ,Mediterrane Diat* reich an Fisch, Frichten, Gemiise sowie
Oliven- und Sonnenblumendl hingegen mit einem geringeren [35, 38, 60, 276] Brustkrebsri-
siko assoziiert ist. Einzeln betrachtet zeigte sich eine positive Assoziation mit einer erhdhten
Aufnahme von gesattigten Fettsduren [29, 247] sowie Fett insgesamt [29, 215], insbesonde-
re fur postmenopausale Frauen und ER-positive Karzinome [215, 246]. Fir Gemuse- [15, 88]
und Obstverzehr [15] allein sowie die Aufnahme von Vitamin A [87], C [88], D [134] und E
[87] sowie Calcium [134] und Beta-Carotin [88] gibt es Hinweise auf eine mogliche protektive
Wirkung. Auch zwischen Ballaststoff-Aufnahme und Brustkrebsrisiko zeigten sowohl eine
Metaanalyse von Fall-Kontroll-Studien [115] als auch eine Metaanalyse von prospektiven
Kohorten-Studien [14] eine leichte inverse Assoziation. Phytoestrogenen in der Nahrung wird

ebenfalls eine Beeinflussung der Krebsentstehung zugeschrieben (siehe Kapitel 1.5).

Alkohol und Nikotin

Laut unterschiedlichen Metaanalysen steigt das Risiko an Brustkrebs zu erkranken mit je
10 g Alkohol pro Tag um etwa 7-10 % an [55, 129, 253] und liegt bei Mengen > 30 g pro Tag
bei 30—-45 % [55, 253].

Rauchen habe dagegen unabhangig vom Alkoholkonsum keinen oder allenfalls einen sehr

geringen Einfluss [55]. Neuere Studien dagegen beschreiben ein erhéhte Gefahrdung insbe-
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sondere von Frauen, die vor ihrer Menarche und der ersten Geburt mit dem Rauchen be-

gonnen haben [9, 90].

Stoffwechsel:

Eine Metaanalyse von 2007 zeigte, dass auch Diabetes mellitus Typ 2 mit einer statistisch
signifikanten Risikoerhéhung fur Brustkrebs von etwa 20 % gegenuber nicht erkrankten
Frauen assoziiert ist [146]. Nach einer Metaanalyse und einem systematischen Review er-
héht der Gesamtsymptomkomplex Metabolisches Syndrom die Gefahr an Brustkrebs zu er-
kranken insbesondere in der Postmenopause um fast 50 % [23, 81].

Nach Schatzungen der WHO waren weltweit etwa 30-50 % der Krebserkrankungen durch

Reduktion von Risikofaktoren und Férderung eines gesunden Lebensstils vermeidbar [295].

1.2.3 KLASSIFIKATION

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms erfolgt klinisch oder pathologisch nach dem
TNM- bzw. UICC-System. Diese berucksichtigt neben der GréRe des Tumors den Lymph-
knotenstatus und das Vorliegen von Fernmetastasen [68]. Sie wird durch Angaben Uber eine
mogliche Multifokalitat, mikroskopischen oder makroskopischen Tumorresten an den Resek-

tionsrandern sowie einer peritumoralen Lymph- und Gefal3invasion erganzt [68].

Zusatzlich wird sowohl das vorzugsweise durch Stanz- oder Vakuumbiospie gewonnene Bi-
opsie-Material als auch das Operationspraparat im Verlauf pathomorphologisch untersucht
[68]. Histologisch werden invasive Karzinome und Vorlauferldsionen gemal der aktuellen
WHO-Klassifikation von 2012 eingeteilt [143]. Die haufigsten Formen bdsartiger invasiver
Tumore der Brust sind epitheliealen Ursprungs und umfassen mit einer Haufigkeit von
50-80 % das von den Milchgangepithelien ausgehende invasive duktale Karzinom vom nicht
speziellen Typ (NST) und mit 5-15% das von den Drisenldppchen ausgehende invasiv-
lobuldare Mammakarzinom [68]. Seltene Formen sind unter anderem das medullare (1-7 %),
tubulare (1-8 %), papillare (1-7 %) oder das muzindse (1-2 %) Mammakarzinom. Auch neu-
roendokrine Tumore, Lymphome und Sarkome kommen vor [19, 68].

Nach Feststellung des histologischen Typs erfolgt das histologische Grading in gut, maRig
und schlecht differenziert (G1-3) nach dem durch Elston und Ellis modifizierten Grading von
Bloom und Richardson [68, 79]. Weiterhin werden im Rahmen der molekularen Untersu-
chung mittels Immunhistochemie und ggf. In-situ-Hybridisierung Ostrogen-, Progesteron- und
HER2/neu (human epidermal growth factor recptor 2, auch c-erb-B2) -Status sowie der
Ki-67-Proliferationsindex des Tumors bestimmt [68]. 70—-80 % der Karzinome exprimieren

Steroidhormonrezeptoren, in 15 % der Falle liegt bei einem Mammakarzinom eine Uberex-
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pression des Wachstumsfaktor-Rezeptors HER2/neu vor [68]. Anhand eines Genexpressi-
onsprofils oder alternativ ndherungsweise anhand der immunhistochemischen Ergebnisse
erfolgt die Einteilung in die intrinsischen Subtypen — Luminal A, Luminal B, HER2-positiv und
triple-negativ [68, 96].

Klassische TNM- und pathomorphologische Klassifikation, sowie zunehmend auf Multigen-
tests beruhende Subtypen bilden eine wichtige Grundlage fiir das Therapiekonzept und die

Prognose von Mammakarzinom-Patientinnen [67, 68].

1.2.4 THERAPIE

Die Therapie des Mammakarzinoms in Deutschland erfolgt patientenspezifisch in Brust-
krebszentren. Sie ist nicht nur abhangig von Stadium und biologischem Befund, sondern
auch von Alter, Begleiterkrankungen, kdrperlichem Zustand und Wunsch des Patienten. In
einer interdisziplindren Tumorkonferenz wird anhand dieser Befunde ein individuelles Thera-
piekonzept aus Operation, medikamentéser Therapie und Strahlentherapie entwickelt. Hinzu
kommen sowohl wahrend der Therapie als auch in der Nachsorge eine psychoonkologische
Betreuung und je nach Bedurfnis der Patientin supportive und komplementarmedizinische
Verfahren.

OPERATIVE THERAPIE

Bei kurativem Ansatz ist die operative Entfernung des Tumors ein wichtiger Bestandteil des
Therapiekonzeptes, die je nach Befund als brusterhaltende Therapie oder radikale Mastek-
tomie mit verschiedenen Techniken und ggf. gleichzeitiger Rekonstruktion durchgefihrt wird
[68]. Zusatzlich wird dies ggf. durch eine Sentinel-Lymphonodektomie oder bei gegebener
Indikation um eine Axilladissektion erganzt [68].

MEDIKAMENTOSE THERAPIE

Chemotherapie

Bei bestimmten Risikokonstellationen, wie beispielsweise jungem Erkrankungsalter
(< 35 Jahre), HER2-positiven Tumoren, negativem Hormonrezeptorstatus, G3-Grading oder
Nodal-positiven Tumoren kann die Indikation zur Chemotherapie gestellt werden. Zuneh-
mend richten sich die Empfehlungen zur systemischen Therapie auch nach dem molekula-
ren Subtyp [68, 96]. Hierbei werden sowohl adjuvant als auch neoadjuvant insbesondere
Anthrazykline gefolgt von Taxanen verwendet. Bei triple-negativen Tumoren empfehlen die

aktuellen Leitlinien auch Platinsalze [68]. Bei Patienten mit fortgeschrittenen metastasierten
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Tumoren kommen weitere Chemotherapeutika ggf. in Kombination mit Bevacizumab, einem
humanisierten monoklonalen Antikérper gegen den Endothelwachstumsfaktor VEGF-A (vas-
cular endothelial growth factor A) [8], zur Anwendung [68]. Dieser kann das Tumoranspre-
chen und das progressionsfreie Uberleben verbessern [179, 181, 227], vor allem bei triple-

negativen Tumoren [181].

AntikOrpertherapie

Simultan zur Chemotherapie wird bei HER2/neu-Uberexpression neoadjuvant oder adjuvant
parallel zum Taxan ein Jahr lang eine Antikorpertherapie mit dem humanisierten monoklona-
len Antikorper Trastuzumab, ggf. bei hohem Risiko erganzt durch einen weiteren humanisier-
ten monoklonalen Antikorper Pertuzumab, durchgefiihrt [68]. Zahireiche Studien belegen ein
deutlich erhéhtes Tumoransprechen auf Chemotherapie und rezidivfreies Uberleben unter
Trastuzumab bei HER2/neu-positiven Tumoren sowohl adjuvant in frihen Stadien [37, 208,
210, 232] als auch zusatzlich neoadjuvant bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen [92, 93].
Die neoadjuvante Gabe von Pertuzumab kann die pathologischen Vollremissions-Raten und
das rezidivfreie Uberleben weiter erhdhen [94], jedoch unter stéarkeren Nebenwirkungen. Bei
fortgeschrittenen metastasierten Tumoren verbessern sich unter Trastuzumab [172, 250] und

Pertuzumab [18, 258] ebenfalls die progressionsfreie Zeit und das Gesamtiberleben.

Hormonelle Therapie

Bei positivem Hormonrezeptorstatus des Tumors gehért eine Hormontherapie zum Standard.
Im Falle einer Chemotherapie-Indikation erfolgt diese im Anschluss [68]. Pramenopausal ist
dabei die mindestens flnfjahrige Einnahme des selektiven Estrogenrezeptor Modulators
(SERM) Tamoxifen die Therapie der Wahl, wahrend postmenopausal Aromatasehemmer wie
Anastrazol flr zwei bis finf Jahre ggf. in Kombination mit einer vorrangegangenen oder an-

schlieRenden Tamoxifen-Therapie empfohlen werden [68].

STRAHLENTHERAPIE

Weiterhin kann adjuvant, primar bei Inoperabilitat oder palliativ bei metastasiertem Karzinom
eine Strahlentherapie der Brust und ggf. der Lymphknotenregionen erfolgen [68]. Nach einer
Metaanalyse der Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group 2011 reduziert die Be-
strahlung der betroffenen Brust nach brusterhaltender Therapie sowohl das 10-Jahres-
Rezidivrisiko um insgesamt 15,7 %, als auch die Brustkrebsmortalitat um 3,8 % [75]. Auch
nach Mastektomie senkt die Bestrahlung das Risiko fiir ein Rezidiv und verbessert das Uber-

leben [77]. Bei fortgeschrittenen metastasierten Tumoren kann durch Bestrahlung des
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Tumors und der regionalen Lymphregionen eine Verlangerung des Uberlebens erreicht wer-
den [148].

WEITERE THERAPIEMARNAHMEN

Im Rahmen einer Supportivtherapie werden durch die Erkrankung und Therapie auftretende
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Andmie, Infektionen oder Neurotoxizitat vorgebeugt und be-
handelt [68]. Erganzend kann bei Risiko fur einen erhéhten Knochendichteverlust im Rah-
men der Erkrankung und Therapie das sog. bone targeted treatment mit vorzugsweise Bis-
phosphonaten oder die Behandlung mit dem humanisierten monoklonalen RANK (receptor-
activator of nuclear factor kppa B)-Liganden-Antikdrper Denosumad erfolgen [68]. Auch eine
Normalisierung des Korpergewichts, korperliche Aktivitdt sowie eine gesunde Ernahrung,
reich an Obst und Gemuse, Vollkorngetreide, Hulsenfrlichten und arm an gesattigten Fetten
und Alkohol wird empfohlen. Rauchen sollte vermieden werden [68].

Laut einer Metaanalyse von insgesamt 152 Umfragen von 1998 bis 2009 aus Europa, USA,
Kanada, Australien und Neuseeland verwendeten 40 % der Krebspatienten, mit steigender
Tendenz, zum Zeitpunkt der Befragung zudem komplementare oder alternative Medizin
[113]. Brustkrebspatientinnen setzen noch deutlich haufiger unterstiitzend komplementarme-
dizinischen Verfahren ein [177, 187, 193]. Am haufigsten werden Vitamin- und Spurenele-
mentsupplemente erganzend zur Nahrung, sowie Massagen, Heilkrauter und Akupunktur
verwendet [187, 193].

1.2.5 PROGNOSE

Die Prognose des Mammakarzinoms ist abhangig von den Tumorcharakteristika wie Tumor-
groRe, Nodal- und Fernmetastasenstatus (pTNM-Status), Resektionsrandstatus, histologi-
schem Typ, Grading, Ki-67-, Hormonrezeptor- und HER2-Status. Auch nicht krebsassoziierte
Faktoren wie Alter, Komorbiditdten und Nikotinabusus spielen eine wichtige Rolle [67, 68].
So haben Frauen mit pT1-Tumoren, NO- und MO-Status, G1-Grading, ER- und PR-positivem
und HER2-negativem Tumor und einem Luminal A-Subtyp die beste Prognose [19].

Die individuelle Prognose der invasiven Mammakarzinome kann anhand des Nottingham-
Prognose-Index abgeschatzt werden. Er umfasst die Tumorgré3e, das Grading nach Elston
und Ellis [79], sowie den Lymphknotenstatus, denen je nach Auspragung ein Scorewert zu-
geteilt wird [68].

Insgesamt lag laut RKI die relative Uberlebensrate fiir an Brustkrebs erkrankte in Deutsch-
land im Jahr 2014 bei etwa 88 % in 5 Jahren und bei 82 % in 10 Jahren [228].

10
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1.3 SEXUALHORMONE

Sexualhormone werden in drei Gruppen unterteilt — Estrogene, Gestagene und Androgene.
Dabei handelt es sich um Steroidhormone, die aus Cholesterin synthetisiert werden und so-
wohl bei Frauen als auch bei Mannern zahlreiche sexualspezifische und -unspezifische Wir-
kungen vermitteln. Hormonproduktionsorte sind neben den Gonaden auch die Nebennieren
und die Plazenta. Zusatzlich werden im peripheren Fettgewebe Androgene durch Aromati-
sierung zu Estrogenen umgewandelt. Reguliert wird der Sexualhormonspiegel hauptsachlich

Uber Gonadotropine als Teil der Hypothalamus-Hypophysen-Hormonachse.

OH OH

4] 0 HO
Progesteron Testosteron 17p-Estradiol

Abb. 3: Strukturformeln wichtiger Vertreter der Sexualhormone, modifiziert nach Birkenheuer [25, 26].

1.3.1 ESTROGENE

Die biologisch aktivste Form der natlrlichen Estrogene ist das in dieser Arbeit verwendete
17B-Estradiol (Abb. 3), daneben kommen Estron und Estriol vor [8]. Etwa 69 % des Estradi-
ols im Blut ist dabei an das sexhormonbindende Globulin (SHBG) und 30 % an Albumin ge-
bunden, sodass ca. 1 % frei vorliegt und biologisch aktiv ist. Nach Inaktivierung Uber
Glucuronidierung und Sulfatierung in der Leber werden die Estrogen-Metaboliten tber Galle

und Harn ausgeschieden [8].

Ihre klassische Wirkung entfalten Estrogene durch Bindung an die Hormonrezeptoren Estro-
genrezeptor alpha (ERa) und Estrogenrezeptor beta (ERB). Der ERa wird bei der Frau ins-
besondere in der Brust, Uterus, Thekazellen des Ovars, Knochen, Leber, weilem Fettgewe-
be und Gehirn exprimiert. Der ERB dagegen ist insbesondere in Granulosazellen des Ovars,
Darm, Knochenmark, Speicheldrisen, Gefallendothel und einigen Hirnregionen ausgebildet
[63]. Es handelt sich dabei um intrazellulare Rezeptoren, die eine ahnliche Domanenstruktur
aufweisen (Abb. 4) [8].

11
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1.3.1.1 DIE ESTROGENREZEPTOREN

Die N-terminale A/B-Domane der beiden Rezeptoren ist hochvariabel und weist die Aktivie-
rungsfunktion 1 (AF-1) fur eine ligandenunabhangige Aktivierung auf (Abb. 4). Letztere spielt
beim ERP funktionell eine untergeordnete Rolle. Angrenzend liegt die C-Domaéane, die die
DNA-Bindungsdomane umfasst. Hier sind sog. Zink-Finger ausgebildet, die spezifisch an
bestimmte DNA-Abschnitte, den Estrogen-responsiven Elementen (ERE) binden kdnnen.
Das Kernlokalisierungssignal liegt in der D-Doméne, der sog. hinge region (Gelenkregion).
Sie ist auch an der Assoziation zum HSP90 beteiligt. Die E/F-Domane des C-terminalen En-
des umfasst bei beiden Rezeptortypen unter anderem die hormonbindende Domane mit der
Aktivierungsfunktion 2 (AF-2) fir die ligandenabhangige Aktivierung und damit den entschei-
denden Bereich fur die estrogenabhangige Transkription. Neben der Bindung von Agonisten
und Antagonisten ist dieser Bereich auch an der Dimerisierung der Estrogenezeptoren, der

Bindung von Kofaktoren sowie an der Kernlokalisation beteiligt [209].

Aminosaure-identiaE %% 56 %
Regulatorische Domane DNA-Bindungs- Ligandenbindungs-
ERa NH,— doméane doméane I
A/B L D E F
AF-1 AF-2
Regulatorische DNA-Bindungs- Ligandenbindungs-
ERB NH,— Doméne domane domane —
A/B C D E F
AF-1 AF-2

Abb. 4: Domanenstruktur der Estrogenrezeptoren im Vergleich, angelehnt an Leidenberger et al. 2014
[152] und Aktories 2017 [8].

1.3.1.2 WIRKUNG AM KLASSISCHEN ESTROGENREZEPTOR

Die Estrogenrezeptoren sind funktionell ligandenabhangige Transkriptionsfaktoren, die im
inaktiven Zustand an intrazelluldre Proteine gebunden, sog. Hitzeschockproteine, im Zyto-
plasma vorliegen. Bei Bindung von Estrogenen kommt es nach Transformation, Translokati-
on und Dimerisierung des Hormon-Rezeptor-Komplexes zur Bindung an die ERE von Genen
im Zellkern, gefolgt von einer Rekrutierung nuklearer Proteine, die die Transkription von Ge-
nen initiieren (Abb. 5a) [8]. Wenn in Zellen sowohl der ERa als auch der ERB exprimiert sind
kann Letzterer funktionell die transkriptionelle Aktivitat des ERa hemmen [39, 106, 173, 292].

12
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1.3.1.3 ALTERNATIVE SIGNALWEGE

Weiterhin kdnnen ligangengebundene Estrogenrezeptoren Gene ohne ERE auch direkt Gber
die Interaktion mit DNA-gebundenen Transkriptionsfaktoren wie NF-kB regulieren (Abb. 5b)
[198]. Neben der klassischen genomischen Wirkung der Estrogene werden auch rascher
ablaufende Interaktionen mit membranaren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (z. B.
GPER 1) [217], membrangebundenen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (z. B. IGF-1R, EGFR,
HER2/neu), weiteren spezifischen membrangebundenen zytosolischen Proteinkinasen (wie
z. B. Src, ras und PI3-Kinase) [25] und auch direkte Interaktionen mit lonenkanalen be-
schrieben (Abb. 5¢c—e) [140]. Auch epigenetische Mechanismen, beispielsweise durch Regu-
lation der Histon-modifizierenden Enzyme SIRT 1 und HDACS6, sind eng mit dem Estrogen-

Signalweg verknupft [282].

Zellkern

Abb. 5: Vereinfachte schematische Darstellung der Estrogen-vermittelten Signaltransduktion; a) ERE-
abhangige klassische Estrogenwirkung; b) ERE-unabhangige direkte Interaktion mit Transkriptionsfak-
toren (TF); c) Aktivierung von Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (TKR) wie den EGFR oder Proteinkinasen
(PK) wie Src; d) Aktivierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPGR), z. B. Gs, Gi, Gq; e) di-
rekte Aktivierung von lonenkanalen (IK), z. B. Na*- und Ca?*- Kanle; angelehnt an Aktories 2017 [8].

13



EINLEITUNG

1.3.2 PROGESTERON

Progesteron ist das physiologische Gelbkérperhormon, das zusammen mit zahlreichen syn-
thetischen Derivaten mit ahnlicher Wirkung zu der Gruppe der Gestagene gezahlt wird
(Abb. 3). Es wird im Corpus luteum der Plazenta und den Nebennieren gebildet [8]. Ahnlich
wie bei den Estrogenen liegen nur etwa 2 % des Progesterons der Frau frei und aktiv vor.
80 % des Hormones sind an Albumin, 18 % an Transkortin und unter 1 % an SHBG gebun-
den. Progesteron wird durch Glucuronidierung und Sulfatierung in der Leber verstoffwechselt
und die Abbauprodukte hauptsachlich Uber die Niere ausgeschieden [8].

Beim Progesteronrezeptor handelt es sich ebenfalls um einen intrazellularen Hormonrezep-
tor mit genomischem Wirkmechanismus. Anhand zwei unterschiedlicher estrogenabhangiger
Promotoren werden aus einem Progesteronrezeptor (PR)-Gen zwei Rezeptor-Isoformen
PR-A und PR-B exprimiert, die sich im N-terminalen Ende unterscheiden [91, 128]. PR-B ist
vor allem flrr die Progesteronwirkung in der Brustdriise, PR-A in Uterus und Ovarien verant-
wortlich [151]. Ebenso scheinen auch alternative Wirkungsmechanismen Utber G-Protein ge-
koppelte Rezeptoren und lonenkanale eine Rolle zu spielen [289].

Die Wirkung von Gestagen ist von der Estrogenkonzentration und dem Estrogen-Gestagen-
Verhaltnis im Organ abhangig. Die Bildung von Progesteronrezeptoren wird beispielsweise-
durch Estrogen induziert und andersherum die Expression von Estrogenrezeptoren durch

Progesteron gehemmt [151].

1.3.3 SEXUALHORMONE UND BRUSTKREBS

Sexualhormone spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Brustkrebs. Eine erhdhte
Konzentration sowohl von Estrogenen als auch Androgenen in der Postmenopause ist signi-
fikant mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko assoziiert, SHBG dagegen zeigt eine negative
Assoziation [127, 265]. Ein positiver, jedoch schwacherer Zusammenhang findet sich auch
bei pramenopausalen Frauen [80].

Zum einen férdern sowohl endogene als auch exogene Estrogene Proliferation und Wachs-
tum von Mammazellen, wodurch die Wahrscheinlichkeit fir Replikations- und Reparations-
fehler steigt [110]. Zum anderen zeigten sowohl in-vitro als auch in-vivo Metabolite des Est-
rogenstoffwechsels selbst genotoxisches Potenzial. Werden Estradiol oder Estron durch
Hydroxylasen zu Katecholestrogenen (2- und 4-Hydroxyestrogene) hydrolxyliert, kénnen
durch einen Redox-Zyklus Chinone und Semichinone entstehen. Als freie Radikale kbénnen
Hydrochinone sowohl eine weitere Sauerstoff-Radikalbildung als auch selbst verschiedene
DNA-Schaden auslésen [154]. Von der International Association of Cancer Registries wur-

den Estrogene im Rahmen einer HET oder in Kombination mit Gestagenen zur hormonellen
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Kontrazeption der Risikogruppe 1 (“Carcinogenic to humans”) zugeordnet [118]. In einer Me-
taanalyse der Endogenous Hormones and Breast Cancer Collaborative Group von 13 pros-
pektiven Studien konnten bei zahlreichen Risikofaktoren fiir das Mammakarzinom wie bei-
spielsweise Fettsucht, Alkoholkonsum oder Rauchen erhéhte Sexualhormonkonzentrationen
festgestellt werden [130].

Auch Promotion und Progression der Karzinogenese des Mammakarzinoms kénnen durch
Estrogene beeinflusst werden. 70-80 % der Mammakarzinome exprimieren Steroidrezepto-
ren, Uber die z. B. Wachstum und Metastasierung von entarteten Zellen direkt geférdert wer-
den konnen. Gleichzeitig wird dieser Umstand in der Klinik fur die antihormonelle Therapie
des Mammakarzinoms genutzt [68] und stellt einen wichtigen prognostischen Parameter dar
[72].

1.4 SELEKTIVE ESTROGENREZEPTOR MODULATOREN

Selektive Estrogenrezeptor Modulatoren sind Stoffe, die abhangig von Gewebe- und Zellart
eine estrogenagonistische oder -antagonistische Wirkung ausiiben kénnen [8]. SERMs bin-
den kompetitiv um Estrogen an die klassischen Estrogenrezeptoren. Je nach SERM werden
individuelle Konformationen des Estrogenrezeptors stabilisiert, die zu einer Interaktion mit
unterschiedlichen koregulatorischen Proteinen flihren. Abhangig von der Estrogenrezeptor-
Expression im Gewebe kann es zu einer stark abweichenden biologischen Wirkung vom rei-
nen Estrogen-Agonismus bis zu einem reinen Antagonismus kommen [225]. Auch hier wer-
den zusatzliche schnelle, nicht Gber ERE vermittelte Wirkungen vermutet [28, 219, 307]. Kli-
nisch relevante Vertreter dieser Gruppe sind beispielsweise Tamoxifen und Raloxifen
(Abb. 6).

Pues OO )
ER TS o N
g O

Tamoxifen 17p-Estradiol Raloxifen

Abb. 6: Strukturformeln von 17p-Estradiol, Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich, modifiziert nach
Birkenheuer [26] und STEMCELL Technologies 2018 [256, 257].
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1.4.1 TAMOXIFEN

Das in den Experimenten dieser Arbeit verwendete Tamoxifen ist ein nicht-steroidales
Triphenylethylen-Derivat und gehért den SERMs der 1. Generation an. Es besitzt eine hun-
dertfach niedrigere Affinitdt zu den Estrogenrezeptoren als Estradiol [8]. Tamoxifen Ubt seine
agonistische Wirkung Uber die AF-1, die antagonistische Wirkung Uber die AF-2 der Estro-
genrezeptoren aus. Uberwiegt in einem Gewebe die AF-1 der ERa werden durch Tamoxifen
daher estrogenahnliche Wirkung ausgelést, wahrend bei einer Dominanz der AF-2 im Gewe-
be antiestrogene Effekte ausgeldst werden kénnen [103].

Im menschlichen Organismus wird Tamoxifen in der Leber zundchst hauptsachlich durch
CYP3A4 und CYP3A5 zu N-Desmethyl-Tamoxifen verstoffwechselt. Im nachsten Schritt
werden sowohl dieser Metabolit als auch Tamoxifen selbst insbesondere Uber CYP2D6 zu
4-Hydroxy-Tamoxifen und Endoxifen umgewandelt [31]. Nach Sulfatierung und Glucuronidie-

rung werden sie nahezu vollstandig Uber die Fazes ausgeschieden [86].

Tamoxifen besitzt, vor allem als trans-Isomer, eine antiestrogene und damit antiproliferative
Wirkung auf Brustkrebszellen [8], sodass es derzeit in allen Stadien zur Therapie von Estro-
genrezeptor-positivem Brustkrebs eingesetzt wird [68]. In einer Metaanalyse aus dem Jahr
2011 von 20 Studien konnte gezeigt werden, dass unter der Einnahme von Tamoxifen die
Rezidivrate ER-positiver Mammakarzinome in den ersten vier Jahren um fast 50 % und in
den Jahren Funf bis Neun um etwas mehr als 30 % verringert werden kann. Auch die Brust-
krebs- und Gesamtmortalitat wurden deutlich reduziert [76]. In weiteren Studien wurden bei
der Langzeiteinnahme von Zehn Jahren gegenuber der flinfjahrigen Einnahme von Tamoxi-
fen zudem sowohl eine signifikante Reduktion der Rezidiv-Haufigkeit als auch der Brust-
krebs- und Gesamtmortalitat festgestellt [64, 97]. In 20-30 % der Falle wird der Erfolg der
antihormonellen Therapie jedoch durch eine bereits bestehende oder sich im Therapieverlauf
entwickelnde Tamoxifen-Resistenz gemindert [194]. Auf ER-negative Mammakarzinome hat
Tamoxifen laut Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group nahezu keinen Effekt [76].
Gleichzeitig wirkt Tamoxifen auf Endometriumzellen estrogenagonistisch und proliferations-
fordernd. Eine gefurchtete Komplikation einer Tamoxifen-Therapie ist das Endometriumkar-
zinom, dessen Risiko bei der Einnahme von Tamoxifen insgesamt um das Zwei- bis Dreifa-
che erhoht wird und insbesondere flir Frauen tber 50 Jahren ansteigt. Weiterhin zeigt sich
unter der Tamoxifen-Therapie ein erhohtes Risiko fur thromboembolische Ereignisse wie
tiefe Beinvenenthrombosen, Lungenembolien und Schlaganfalle [61, 76]. Aufgrund dieser

Risikokonstellation ist Tamoxifen in Deutschland nicht zur Pravention zugelassen.
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1.5 PHYTOESTROGENE

Phytoestrogene sind ,Pflanzeninhaltsstoffe mit dstrogenahnlicher Wirkung“ [218] Sie geho-
ren unter anderem zusammen mit Flavonoiden, Carotinoiden, Phytosterolen und Glucosi-
nolaten zu den sekundaren Pflanzenstoffen [66].

Chemisch betrachtet handelt es sich um Polyphenole, die anhand ihrer unterschiedlichen
Struktur in drei grof3e Klassen unterteilt werden konnen: Isoflavone, Lignane und Coumesta-
ne (Abb. 7). Wichtige Vertreter der Lignane sind beispielsweise Secoisolariciresinol und
Matairesinol und der Isoflavone Genistein und Daidzein. Coumestrol ist der wichtigste Vertre-

ter der Coumestane [192].
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Abb. 7: Strukturformel unterschiedlicher Phytoestrogene im Vergleich nach Phenol-Explorer 2015
[208].

Neben positiven Auswirkungen auf klimakterische Beschwerden, postmenopausale Osteopo-
rose, kardiovaskuldre und neurodegenerative Erkrankungen sowie auf das Immunsystem
[249] werden Phytoestrogenen in der Nahrung, insbesondere den Isoflavonen, ein Einfluss
auf hormonrezeptorpositive Karzinome wie dem Mamma- [43, 245, 297] oder Prostatakarzi-

nom [301] zugeschrieben.
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WIRKUNGSMECHANISMUS

Die phenolische Grundstruktur von Phytoestrogenen ahnelt der chemischen Struktur der
steroidalen Estrogene. Durch sterische Eigenschaften sind sie in der Lage kompetitiv zu Est-
rogen mit den LBD der Estrogenrezeptoren zu interagieren. Hierbei spielt die Anordnung der
Hydroxylgruppen, die mit den Rezeptorproteinen in Wechselwirkung treten, eine entschei-
dende Rolle [156]. Die Bindungsaffinitat am Estrogenrezeptor variiert je nach Phytoestrogen
um mehr als das 1000-fache, ist aber stets geringer als die des Estradiols. Die Affinitat zum
ERB der meisten Phytoestrogene ist um ein Vielfaches hdéher als zum ERa. Auch ihre
Wirkpotenz ist an beiden Rezeptoren deutlich schwacher ausgepragt als die des natirlichen
Estrogens, was moglicherweise mit einer geringeren Interaktion der phytoestrogenengebun-
denen Rezeptoren an den EREs im Zellkern mit Kofaktoren zusammenhangt [191]. Wie auch
bei Tamoxifen kdnnen durch Phytoestrogene je nach Konzentration, endogenem Estrogen-
spiegel sowie Verhaltnis der beiden Estrogenrezeptoren im Gewebe, estrogenartige oder
antiestrogene Wirkungen entstehen. Phytoestrogene wirken daher als eine Art natlrlicher
SERM.

PHYTOESTROGENE IN LEBENSMITTELN

Den grofkten Anteil an Phytoestrogenen in unserer Nahrung machen Isoflavone und Lignane
aus. Isoflavone finden sich insbesondere in Sojabohnen und dessen Erzeugnissen, Lignane
vor allem in Lein- und Sesamsamen. Auch in Getreide, Brot, NlUssen, einigen Frucht- und
Gemdusesorten, tierischen Erzeugnissen, sowie in alkoholischen und nicht-alkoholischen Ge-
tranken wie z. B. Saften und Rotwein sind Phytoestrogene enthalten [269].

Studien mit japanischen und chinesischen Frauen zeigten, dass Frauen im asiatischen
Raum durchschnittlich allein 40-46 mg Isoflavone am Tag zu sich nehmen [47, 122]. In
Nordamerika und Europa dagegen ist der durchschnittliche tagliche Phytoestrogen-Konsum
mit insgesamt zwischen weniger als 1 mg und 3,8 mg pro Tag deutlich geringer. Im Gegen-
satz zur Erndhrungsweise in Asien, die hauptsachlich Isoflavone aus Soja als Phytoestro-
genquelle enthalt, machen im westlichen Kulturkreis Lignane den groRten Anteil in der Er-
nahrung aus [26, 136, 302].
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1.5.1 LIGNANE

Die in dieser Arbeit verwendeten Teststoffe gehdren den Lignanen an. Herman Adlercreutz
von der Universitat Helsinki beschaftigte sich als Vorreiter seit 1980 mehr als drei Jahrzehnte
lang intensiv mit Lignanen und deren Bedeutung im Zusammenhang mit Krebserkrankungen.
Lignane sind dimere Phenylpropanoide (C¢Cs-Korper), die Uiber das mittlere Kohlenstoffatom
(B-C-Atom) der C3-Seitenketten miteinander verbunden sind [105]. Sie liegen in den Pflan-
zen meist als Glykoside oder Diglycoside vor [4]. Pflanzliche Vertreter, die im menschlichen
Stoffwechsel eine Rolle spielen, sind z. B. Secoisolariciresinol (SECO) und Matairesinol
(MATA), 7-Hydroxymatairesinol, Medioresinol, Lariciresinol, Pinoresinol, Syringaresinol, Arc-
tigenin und Sesamin [109, 207].

1.5.1.1 LIGNANE IN NAHRUNGSMITTELN

Verschiedene Studien haben den Lignangehalt in Nahrungsmitteln untersucht (Tab. 1). Die
teilweise stark abweichenden Mengen werden auf genetische und umweltbedingte Variatio-
nen der Pflanzen, Saison, Zubereitung der Proben, Aufbewahrung, Trocken- und Extrakti-
onsmethoden sowie auf die Messmethode zurlickgeflhrt [178, 251, 252, 269].

Tab. 1: Lignangehalt in ausgewahlten Nahrungsmitteln (ug / 100 g Feuchtgewicht, *ohne Sesamin)
nach Milder et al. 2005 [178] und Thompson et al. 2006 [269]

Nahrungsmittel Secoisolariciresinol |Matairesinol Lignange Gesamt
Ii9/100g] Ig/100g] lg/100g]
Leinsamen 294210-375321,9 153,3-553 301129-379012,3
Sesamsamen 7,3-66 123,1-481 7997,2*-39348
Mehrkornbrot 4770,4-6163 1,2-19 478566744
Hummus 25 15,5 9794
Knoblauch 42 0-50 048 536-583,2
Schwarzes Lakritz 3415 13 4151
Getrocknete Aprikosen |147.6 0,6 400,5
Sojabohnen 79.1 18 269,2
Sonnenblumenkerne 262-5H3 005 210,389
Roggenbrot 13-122,0 0,214 142,9-320
Mandeln 70,3 0,3 111,7
Cashewnilsse 37,5133 003 99,4629
Brokkoli 5,838 0-0,1 9391325
Haselniisse 60,5 1,2 771
Grane Bohnen 30,9 06 66.8
Pfirsiche 13,627 0-1.6 61,8293
Rotwein 29,461 078 37,391
Kaffee 4,79 0-0,1 5,919
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Secoisolariciresinol machte in 63 der 121 von Thompson et al. 2006 getesteten Nahrungs-
mittel den grofdten Anteil der in dieser Studie bestimmten Lignane aus, Matairesinol bis auf
wenige Ausnahmen den geringsten. Bei 44 der Nahrungsmittel dagegen wurde groftenteils
Lariciresinol und bei 14 Pinoresinol nachgewiesen [269].

Der héchste Lignangehalt (> 300 mg / 100 g) findet sich in Leinsamen [178, 251, 252, 269],
insbesondere in deren aulReren Hiille [252]. Da der Gemeine Lein (Linum usitatissimum) in
unseren Breitengraden heimisch und gut kultivierbar ist, stellt er theoretisch ein Pendant zur

Sojapflanze in Asien dar [70].

1.5.1.2 METABOLISIERUNG DER LIGNANE

In Saugetieren werden die pflanzlichen Lignane durch die bakterielle Mikroflora im Kolon
hauptsachlich zu den sog. Saduger-Lignanen bzw. Enterolignanen Enterodiol (END) und
Enterolacton (ENL) umgesetzt [27, 109]. Bei diesem Vorgang spielen zahlreiche Bakterien-
stdmme, beispielsweise aus der Gattung der Clostridien, Bacterioides, Eubacterium, Pep-
tostreptococcus und Eggerthella, eine Rolle [52]. Die bakterielle Verstoffwechselung im Darm
spielt eine zentrale Rolle fur das Ausmald in dem die pflanzlichen Lignane zu Enterolignanen

umgesetzt werden.

HO OH

o; H @ 0
\Cﬂs OH OH
Pinoresinol Lariciresinol Secolsolariciresinol Enterodiol
w
Ho Matairesinol Enterolacton

Abb. 8: Metabolisierung ausgewahlter Lignane, angelehnt an Heinonen et al. 2001 [108].
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Neben der generellen interindividuellen Variation der Mikroflora wird durch weitere Faktoren
wie Art und Zubereitung der Nahrungsmittel, Darmpasssage, Medikamenteneinnahme, Le-
bensstil und kérperliche Merkmale die Plasmakonzentration der Enterolignane erheblich be-
einflusst [4]. So kann sich eine Antibiotikaeinnahme, wahrscheinlich durch Einfluss auf die
Mikroflora, noch Uber ein Jahr lang negativ auf die Enterolignan-Konzentration im Koérper
auswirken [131, 241]. Auch Fettleibigkeit und Rauchen sind negativ, Obstipation hingegen
positiv mit der Enterolacton-Plasmakonzentration assoziiert [132].

Das in dieser Arbeit eingesetzte pflanzliche Secoisolariciresinol-Diglykosid (SDG) wird nach
Hydrolyse zum Aglykon Secoisolariciresinol Uber eine Dehydroxylierung und Demethylierung
zu Enterodiol umgesetzt. Enterodiol wird wiederum zu Enterolacton oxidiert. Matairesinol
wird Uber eine Demethylierung und Dehydroxylierung direkt zu Enterolacton verstoffwechselt
(Abb. 8) [109, 145]. Im Anschluss an die Resorption unterliegen Lignane, wie auch Steroid-
hormone, einem enterohepatischen Kreislauf. Nach Glucuronidierung und Sulfatierung in der
Leber werden sie Uber Urin und Galle ausgeschieden und teilweise im Darm erneut dekonju-
giert und resorbiert [16, 263].

1.5.1.3 WIRKUNG AM KLASSISCHEN ESTROGENREZEPTOR

Die Sauger-Lignane haben eine hdhere physiologische Aktivitat als deren pflanzliche Vorstu-
fen. In-vitro-Studien an verschiedenen Zellarten zeigen, dass Enterolacton dennoch nur we-
niger als 1/1.000 der Bindungsaffinitat zum Estrogenrezeptor von 17B-Estradiol besitzt. Im
Gegensatz zu den meisten anderen Phytoestrogenen wie z. B. Genistein oder Coumesterol
ist die Bindungsaffinitat von Enterolacton zum ERa starker als zum ERB [191]. Auch die Po-
tenz (potency) die Estrogen-Rezeptoren zu aktivieren und die maximale Wirkstarke (efficacy)
ist bei Enterolacton und Enterodiol im Vergleich zu Estradiol nur schwach ausgepragt [191,
288]. Bei gleichzeitiger Gabe mit 17B3-Estradiol kann Enterolacton dessen Aktivitat um

20—-40 % reduzieren. Es wird daher als partieller Agonist / Antagonist bezeichnet [191].

1.5.1.4 ERE-UNABHANGIGE WIRKUNGSMECHANISMEN

Neben der direkten rezeptorvermittelten Wirkung werden Phytoestrogenen auch Auswirkun-
gen auf die Sexualhormonspiegel, Signalwege der Zelle, Zellzyklus, Zelltod, Epigenetik und
Angiogenese zugeschrieben [24].

Uber die Inhibition der Aromatase [5, 32] und der 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase [32]
kdnnen Enterodiol und Enterolacton in-vitro die Estrogensynthese hemmen. Durch eine
Hemmung der 17B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase und der 5a-Reduktase wird auch die

Testosteronsynthese sowie die Konversion zu dessen biologisch aktiver Form
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5a-Dihydrotestosteron in-vitro reduziert [82]. Zudem sind hohe Enterodiol- und Enterolacton-
konzentrationen in Plasma und Urin positiv mit der SHBG-Konzentration assoziiert [3, 6,
304], wodurch mehr aktive Sexualhormone gebunden werden kénnen.

Weiterhin wurde in einer Studie von Xiong et al. aus dem Jahr 2015 nachgewiesen, dass
Enterolacton in-vitro in ER-negativen Zellen zu einer verminderten Expression von Zellzyk-
lus-Regulatoren wie Cyclin E1 und A2 und einer geringeren Aktivierung des FAK / paxillin-
Signalwegs fuhrt, der mit der Invasion und Migration von Zellen assoziiert ist [300]. Auch auf
den Signalweg ERK / NK-kB / Snail hat Enterolacton in-vitro einen modulierenden Einfluss,
wodurch Uber Inhibition von TGF-B potenziell eine Metastasierung verhindert werden kdnnte
[166]. Die verringerte Expression von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) durch Enterolacton
in Estrogenrezeptor-positiven und -negativen Zellen in-vitro kann moglicherweise ebenfalls
Invasion und Metastasierung von Mammakarzinomzellen beeinflussen [167].

Darlber hinaus konnten in-vivo unter Lignanexposition eine Abnahme des Plasmaspiegels
des Wachstumshormons IGF-1 [224] und sowohl bei ER-positiven [22, 234], als
auch -negativen Mammatumoren [41] eine Reduktion des Wachstumsfaktors VEGF sowie
des Zellproliferations-Markers Ki-67 nachgewiesen werden. Bei Hormonrezeptor-negativen
Karzinomen wurde in Studien zusatzlich eine Abnahme von IGF-1 und EGFR festgestellt [41,
62]. Auch in einer klinischen Studie zeigte sich bei Supplementierung von Secoisolariciresi-
nol-Diglykosid Uber 12 Monate eine leichte, signifikante Reduktion von Ki-67 [83]. In ver-
schieden Studien zeigten Secoisolariciresinol und vor allem Enterolacton und Enterodiol zu-

dem moderate antioxidative Wirkungen in-vitro [135, 214].

1.5.1.5 LIGNANE UND BRUSTKREBS

Adlercreutz et al. vermuten, dass ein Anteil an der geringen Brustkrebsinzident in Ostasien
im Vergleich zum westlichen Durchschnitt auf die phytoestrogenreiche Erndhrung in diesem
Raum zuriickzufihren ist [2, 4]. Der deutliche Anstieg der Brustkrebsinzidenz in den vergan-
genen Jahrzehnten, beispielsweise in Japan oder China [254], wird unter anderem einer
Veranderung der Traditionen, insbesondere der Anpassung von reproduktiven Faktoren,
Lebensstil und Ernahrungsgewohnheiten an die westlichen Lander in Verbindung gebracht
[65, 124, 212, 244]. Erkenntnisse aus Migrationsstudien bekraftigen diesen Zusammenhang.
1993 zeigte eine Studie, dass das Brustkrebsrisiko von Frauen, die aus China, Japan oder
den Philippinen in die USA ausgewandert waren, Uber Generationen anstieg und sich
schliellich an das durchschnittliche Risiko amerikanischer Frauen annaherte [308]. Eine wei-
tere Studie, die Brust- und Prostatainzidenz von Einwanderern aus verschiedenen ethni-
schen Gruppen in die USA mit der Inzidenz aus deren Heimatland verglich, erzielte ahnliche

Ergebnisse. So war die Brustkrebsinzidenz von japanischen Migranten im Vergleich zu der in
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ihrem Heimatland deutlich héher, insbesondere bei Frauen die schon in friihen Lebensjahren
einwanderten [243]. Die genetische Veranlagung Uberzeugte als einzige Ursache fir diesen
Zusammenhang nicht. Lebensstil und Ernahrung ricken zunehmend in den Fokus. Welche
Rolle Phytoestrogene dabei spielen ist Schwerpunkt vieler Forschungsgruppen. Lignane, als
Hauptvertreter der Phytoestrogene in der westlichen Erndhrung, sind dabei Gegenstand die-

ser Arbeit.

Nach dem Nachweis von zum Teil antiproliferativer [190, 284] und antioxidativer [135, 214]
Einflisse von Lignanen auf Mammakarzinomzellen in-vitro bekraftigten auch in-vivo- Unter-
suchungen die Ergebnisse. Versuche mit ovarektomierten Mausen zeigten, dass eine Injek-
tion von END und ENL [22, 213] oder eine Diat mit 10 % Leinsamen [22, 40, 234] zur Ruck-
bildung von humanen MCF-7-Tumoren (ER-positiv) fuhrte. Auch ein Rickgang von Zellinva-
sion und Angiogenese konnte beobachtet werden [233]. Zudem zeigten Studien, dass eine
Diat mit 10 % Leinsamen [41, 62, 285] und die Supplementierung mit SDG [285] in Mausen
sowohl Wachstum als auch Metastasierung auch von ER-negativen humanen MDA-MB-435-
Tumoren deutlich hemmt. Einige humane Studien zeigten ebenfalls eine unterschiedlich
stark  ausgepragte signifikante = Assoziation zwischen erhdhten  Enterolacton-
Plasmakonzentrationen [141, 200, 240] bzw. lignanreicher Ernahrung [33, 174] und einer
verringerten Brustkrebs-Mortalitdt sowie teilweise Gesamt-Mortalitdt und krankheitsfreiem
Uberleben. Buck et al. untersuchten 2010 in einer Metaanalyse aus 11 prospektiven Kohor-
ten-Studien und 10 Fall-Kontroll-Studien den Zusammenhang zwischen der Aufnahme
pflanzlicher Lignane, Aufnahme von Enterolignanen sowie der Enterolacton-Konzentration in
Blut und Urin mit dem Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Insgesamt ergab die gepoolte
Analyse, bei signifikanter Heterogenitat der Studien, keine signifikante Senkung des Brust-
krebsrisikos bei Vergleich der hdchsten mit der niedrigsten Lignan-Exposition, sowohl kalku-
liert Gber die Lignanaufnahme als auch anhand der Biomarker in Blut und Urin (RR: 0,92;
95 % KI: 0,81-1,02). Bei Differenzierung zwischen pra- und postmenopausal konnte lediglich
bei postmenopausalen Frauen eine negative Assoziation festgestellt werden (RR: 0,86; 95 %
Kl: 0,78-0,94) [34].

Zusammenfassend lasst die aktuelle Studienlage aufgrund nicht-eindeutiger Ergebnisse kei-
ne Ruckschlusse und Empfehlungen in Bezug auf das Mammakarzinom zu. Um Patienten zu
identifizieren, die von einer praventiven oder therapeutischen Lignan-Substitution profitieren
kénnten muss die Wirkung auf unterschiedliche Zellen und deren Wirkmechanismus weiter

aufgeschlisselt werden.
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Il ZIELSETZUNG

Das Mammakarzinom ist der haufigste maligne Tumor und die haufigste Krebstodesursache
der Frau weltweit. Lebensstil und Erndhrungsgewohnheiten sind aufgrund der erheblichen
geographischen Unterschiede in der Brustkrebsinzidenz Gegenstand zahlreicher For-
schungsgruppen. Vor allem der phytoestrogenreichen Sojapflanze im asiatischen Raum wird
eine entscheidende Rolle der vergleichsweise geringen Brustkrebshaufigkeit in diesem
Raum beigemessen. So werden zunehmend auch die Leinpflanze und darin enthaltene Lig-
nane, die den grofiten Anteil der Phytoestrogene in der Nahrung in westlichen Kulturkreisen
ausmachen, hinsichtlich einer moglichen antitumorigenen Wirkung untersucht. Das Ziel der
Arbeit war es, die potenzielle tumorpraventive bzw. -therapeutische Wirkung isolierter Ligna-
ne auf unterschiedlich veranderte Zellen der Mamma zu beurteilen. Hierzu wurde der Ein-
fluss der vier kommerziellen Lignane Secoisolariciresinol, Matairesinol, Enterolacton und
Enterodiol auf die benigne fibrozystisch veranderte Mammazelllinie MCF-12A, eine unveran-
derte epitheliale Primarkultur der Mamma (HMEC) sowie die maligne entartete sarkomatdse
Mammakarzinom-Zelllinie Hs 578T in-vitro untersucht. Die Wirkung der Lignane auf Zytotoxi-
zitat, Zellproliferation und Zellmetabolismus der verschiedenen Zellen ermittelten wir mittels
LDH- und BrdU-Test sowie der Bestimmung des oxidativen Stresses, des Glukoseverbrau-
ches und des pH-Wertes. Die Ergebnisse wurden untereinander sowie mit der Wirkung der
Kontrollsubstanzen 17B-Estradiol und des synthetischen SERMs Tamoxifen verglichen.

Folgende Fragestellungen sollen beantwortet werden:

o Welchen Einfluss haben kommerzielle Lignane auf Proliferation und Vitalitdt? Zeigen

die Lignane eine konzentrationsabhangige Wirkung?

o Welche Wirkung Uben die die genutzten Lignane auf benigne und maligne Mamma-
tumorzellen aus? Zeigen sich Unterschiede zwischen den Tumorzellen und den nor-
malen Mammaepithelzellen (HMEC)?

e Inwieweit spielt der Rezeptorstatus eine Rolle?

o Wie wirken sich die Lignane im Vergleich zum natlrlichen Estrogen 173-Estradiol und

zum SERM Tamoxifen auf die oben genannten Parameter aus?

¢ Sind Lignane potenzielle Kandidaten fiir einen praventiven oder therapeutischen Ein-

satz im Zusammenhang mit dem Mammakarzinom?
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M. MATERIAL UND METHODEN

31 MATERIAL

Eine detaillierte Auflistung der einzelnen Materialien — Zelllinien, Test- und Kontrollsubstan-
zen, Chemikalien, Puffer und Lésungen, Test-Kits, Antikérper, Verbrauchsmaterialien sowie
Gerate und Software — befindet sich in tabellarischer Form im Anhang (siehe Kapitel X,
Tab. 3-11).

3.1.1 ZELLLINIEN
Die Wirkung der vier kommerziellen Lignane wird in dieser Arbeit an drei unterschiedlich ver-

anderten humanen Mamma-Epithelzelllinien — MCF-12A, Human Mammary Epithelial Cells
(HMEC) und Hs 578T — untersucht.

MCF-12A
Abb. 9: Lichtmikroskopische Aufnahme der Zelllinien (VergroRerung 20 x); a) Zelllinie MCF-12A;

b) HMEC; c) Zelllinie Hs 578T. Jeweilige Zellen exemplarisch mit schwarzem Pfeil markiert.

MCF-12A:

Die benigne veranderte Zelllinie MCF-12A entstammt fibrozystisch erkranktem Brustdrisen-
gewebe einer 60-jahrigen postmenopausalen kaukasischen Frau, welche an der kontralate-
ralen Brust an einem invasiv-duktalen Mammakarzinom erkrankt war. Die Zellen wurden
erstmals im Jahr 1992 von Paine et al. charakterisiert und durch Langzeitkultivierung immor-
talisiert [204]. Es handelt sich um eine adharent wachsende Zelllinie mit einer Populations-
Verdopplungszeit von etwa 19 Stunden [204]. Die Zellen haben eine rundliche Morphologie
und exprimieren sowohl Estrogen- als auch Progesteronrezeptoren.

In dieser Arbeit wurden die Passagen 26 bis 40 verwendet (Abb. 9a).
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HMEC:

An zweiter Stelle dient die Primarkultur der HMEC der 5. Passage als Vergleich (Abb. 9b).
Dabei handelt sich um unveranderte humane Mamma-Epithelzellen, die aus dem Brustge-
webe einer erwachsenen Frau gewonnen wurden. Die Zellen bilden eine kubische Morpho-
logie mit charakteristischem Wirbelmuster der Zellen aus und exprimieren sowohl Estrogen-
als auch Progesteronrezeptoren. Sie wachsen wie die anderen Zelllinien adharent und ha-

ben Ublicherweise eine Populations-Verdopplungszeit von 24 bis 30 Stunden [267].

Hs 578T:

Die maligne Zelllinie Hs 578T wurde aus einem sarkomatésen Mammakarzinom einer
74-jahrigen postmenopausalen kaukasischen Frau entnommen und 1977 von Hackett et al.
charakterisiert [100]. Die Zellen wachsen ebenfalls adharent und zeigen eine Verdopplungs-
zeit der Population von 34 Stunden [117]. Im Gegensatz zu MCF-12A zeigt diese Zelllinie
eine sternformige Morphologie und zeichnet sich laut Zellbank der American Type Culture
Collection (ATCC) durch das Fehlen von Steroidrezeptoren aus [13].

In dieser Arbeit wurden die Passagen 10 bis 21 verwendet (Abb. 9c).

3.1.2 ZELLKULTURMEDIEN UND ZUSATZE

MCF-12A

Far die Zelllinie MCF-12A wurde 500 ml des Mediums Hams Nutrient Mixtures (Ham's) F-12
mit L-Glutamin, 25 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) und
1,176 g/l NaHCO; (Natriumhydrogencarbonat) von PAN Biotech verwendet und mit 10 %
Pferdeserum, 2 % Mammary Epithelial Cell Supplement, sowie mit 0,2 % Penicillin / Strep-
tomycin und 0,5 % Amphotericin B versetzt.

Das zum Einfrieren der MCF-12A Zellen verwendete Medium setzte sich aus 80 ml
Ham's F-12 und den oben beschriebenen Zusatzen, sowie zusatzlich 10 % Pferdeserum und
10 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) zusammen.

Hs 578T

Zur Zellkultivierung der Linie Hs 578T wurde ein Nahrmedium aus 500 ml Dulbecco’s Modifi-
ed Eagle Medium (DMEM) mit L-Glutamin, 3,7 g/l NaHCO3;, 4,5 g/l D-Glucose mit oder ohne
Phenolrot von c.c.pro bzw. Biochrom und Zugabe von 5 mg Insulin,10 % fetalem Kalberse-
rum (FKS), 0,2 % Penicillin / Streptomycin und 0,5 % Amphotericin B verwendet.

Fur die Kryokonservierung der Zelllinie Hs 578T wurde 80 ml des Nahrmediums mit den

oben beschriebenen Zusatzen mit zusatzlich 10 % FKS und 10 % DMSO versetzt.
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HMEC
Fur die empfindlichen HMEC wurde ein spezielles Mammary Epithelial Cell Basal Medium
von PromoCell verwendet und 2 % Mammary Epithelial Cell Supplement, 0,2 % Penicillin /

Streptomycin und 0,5 % Amphotericin B zugefligt.

3.2 METHODEN

3.2.1 KULTIVIERUNG DER ZELLEN

Zum Schutz der Zellkulturen vor mikrobieller Kontamination erfolgten die Kultivierung und

Zelltestung in aseptischer Arbeitsweise an einer sterilen Werkbank.

Auftauen der Zellen

Zur Kultivierung der Zellen mussten diese zunachst aus der Kryokonservierung in flissigem
Stickstoff (-190 °C) entnommen und in Zellkulturflaschen Uberfiihrt werden. Die gefrorene
Zellsuspension aus ca. 1 x 10° Zellen / ml Medium wurde aufgetaut und zusammen mit 5 ml
Nahrmedium in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen Uberfiihrt. Um das im Einfriermedium enthal-
tene zytotoxische DMSO zu entfernen, zentrifugierten wir die Suspension der MCF-12A-
Zellen fur 6 Minuten bei 1.200 Umdrehungen pro Minute (UpM) und die der HMEC- und
Hs 578T-Zellen fir 5 Minuten bei 1.000 UpM. Um das entstandenen Pellet nicht zu zerst6-
ren, wurde die Bremsfunktion der Zentrifuge auf 0 heruntergeregelt. Der Uberstand (iber dem
Pellet am Boden konnte abgezogen und das Pellet in 5 ml frischem Nahrmedium resuspen-
diert werden. Die Suspension wurde in eine kleine (25 cm?) Zellkulturflasche (berfiihrt und in

einem wasserdampfgesattigten Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Mediumwechsel

Das Wachstumsverhalten und die Morphologie der adharenten Zellen wurde taglich lichtmik-
roskopisch Uberpruft und jeweils am zweiten bis dritten Tag ein Mediumwechsel durchge-
fuhrt. Hierzu saugten wir das alte Medium von der unbewachsenen Seite der Zellkulturfla-
sche mit einer Stabpipette ab und gaben je nach GroéRRe der Flaschen 5, 15 oder 25 ml fri-

sches Nahrmedium hinzu.

Passagieren der Zellen
Bei einer Konfluenz von 70-80 % erfolgte das Passagieren und Uberfilhren der Zellen in
eine nachst groliere Zellkulturflasche. Das alte Medium wurde dazu entfernt und die Zellen

mit 5 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen. Dabei werden Zell- und Medi-
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umrickstande abgespult und divalente Kationen ausgewaschen, welche die Trypsinwirkung
beeintrachtigen [99]. AnschlieRend erfolgte je nach GrélRe der Zellkulturflasche die Zugabe
von 2,5 bis 5 ml Trypsin-EDTA in einer Verdinnung von 1:10 mit PBS. EDTA (Ethylendia-
mintetraessigsaure) spaltet als Ca®*-Chelator vorwiegend die Zell-Zell-, Trypsin als proteoly-
tisches Enzym die Zell-Matrix-Verbindungen, wodurch sich die Zellen aus dem Zellverband
und von dem Kulturflaschenboden l6sen [99]. Bis zum vollstdndigen Ablosen der Zellen von
dem Flaschenboden erfolgte die Inkubation im Brutschrank bei 37 °C. Um eine Zellschadi-
gung zu verhindern, wurde nach vollstdndigem Ablésen der adharenten Zellen in Abhangig-
keit der Trypsin-Menge 5-10 ml DMEM mit 10 % FKS zum Abstoppen der Trypsinierung
hinzugegeben. AnschlieRend erfolgte das Uberfiihren der Suspension mit einer Pipette in ein
50 ml Zentrifugenrohrchen. Das Serum flihrt zu einer sofortigen Inaktivierung des Trypsins
und bindet teilweise das zytotoxische EDTA [99]. Nach Zentrifugation fir 5 Minuten ohne
Bremsfunktion bei 1.000 UpM bzw. 1.200 UpM wurde der Uberstand dekantiert und das Zell-
Pellet in 5 ml Nahrmedium mit der Pipette resuspendiert. Die Zellsuspension uberfiihrten wir
in eine neue Zellkulturflasche. Nach Zugabe von 10 ml frischem Nahrmedium bei einer
75 cm? Zellkulturfalsche bzw. 20 ml Medium bei einer 150 cm? Zellkulturflasche wurden die
frisch passagierten Zellen bei 37 °C und 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare im

Brutschrank inkubiert.

Kryokonservierung der Zellen

Die Langzeit-Aufbewahrung der Zellen erfolgte mittels Kryokonservierung bei -190 °C in flis-
sigem Stickstoff. Hierzu wurden je 1,5 ml Zellsuspension aus 1 x 10° Zellen und dem jeweili-
gen Einfriermedium in ein Kryoréhrchen gegeben. Diese kamen in einen speziellen Einfrier-
becher, der mit gekuhltem Isopropanol ummantelt ist. Dort verblieben sie flir mindestens
10 Stunden bei -85 °C. Diese Prozedur ermdéglicht das Herunterfrieren von 1 °C pro Minute.

AnschlieRend folgte die Kryokonservierung im Flissigstickstoff.

3.2.2 VORBEREITUNG DER TESTVERFAHREN

Um die biochemischen Assays und die Stoffwechsel-Tests bei Mehrfachtestung unter glei-
chen Bedingungen durchfilhren zu kénnen, miussen die lebenden Zellen in einer definierten
Anzahl auf die Mikrotiterplatten (MP) aufgebracht werden. Im Vorfeld ist daher die Bestim-
mung der Zellzahl in der jeweiligen Zellkulturflasche und anschlieBend die Verdinnung der

Suspension auf die gewtlinschte Zell-Konzentration notwendig.
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3.2.2.1 BESTIMMUNG DER ZELLZAHL

Die Zellz&hlung erfolgte mit Hilfe einer Blrker-Zellenzahlkkammer (Abb. 10a). Dabei handelt
es sich um eine flache Glaskammer von definierter Tiefe, die in ein Spezialglas von der Gro6-
Be eines Objekttragers eingelassen ist. Sie besitzt zwei Zahlnetze auf der Bodenflache. Je-
des Zahlnetz zeigt 9 GroRquadrate mit einer Flache von je 1 mm?. Jedes GroRquadrat ent-
halt wiederum 4 x 4 Zahlquadrate mit je 0,04 mm? Flache und je 9 der kleinsten Zahlquadra-
te mit einer Flache von 0,0025 mm? (Abb. 10b) [211]. Werden nach Aufbringen eines Deck-
glases auf die Glaskammer die sogenannten Newtonschen Ringe sichtbar kann man von
einem korrekten Sitz des Deckglases und einer definierten Zahlkammertiefe von 0,1 mm

ausgehen, in der sich die Zellsuspension verteilt.

0,1 mm Kammertiefe

| \_ e

Zahlnetze Newtonsche Ringe O il IO __ | |
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Abb. 10: a) Schematische Darstellung einer Zellenzahlkammer, modifiziert nach Neuendorf 2015
[196]; b) Schematische Darstellung eines Zahinetztes nach Birker; ¢) Maanderformiges Auszahlen

der vitalen Zellen in der Zahlkammer, in Anlehnung an Gstraunthaler und Lindl 2013 [98].

Durchfiihrung

Hierzu wurden die adharenten Zellen zunachst analog der ersten oben beschriebenen
Schritte zur Passagierung vom Boden der Zellkulturflasche abgelést und das entstandene

Pellet in 5 ml Medium resuspendiert.

Zur Vorbereitung der Zellzahlung wurden 360 ul des jeweiligen Nahrmediums in ein 1,5 ml
fassendes Reaktionsgefal} pipettiert. Das Medium wurde mit 20 yl der vorbereiteten Zellsus-
pension und 20 pl Trypanblau versetzt und mit der Pipette durchmischt, wodurch eine Ver-
dinnung der Zellen von 1:20 entstand. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff aus der Gruppe
der Azofarbstoffe, der durch eine defekte Zellmembran in das Zytosol der Zellen eindringen
und als Anion an intrazellulare Proteine binden kann. So farben geschadigte oder tote Zellen

tiefblau an. Die intakte Zellmembran lebender Zellen kann der Farbstoff aufgrund seiner
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Grofe (M = 960,8 g/mol) und Ladung nicht passieren. So ist gewahreistet, dass nur vitale,
lichtmikroskopisch leuchtend hell erscheinende Zellen in die Zellzdhlung eingerechnet und
tote, lichtmikroskopisch blaue Zellen, vernachlassigt werden [236].

Pro Zahinetz pipettierten wir 10 ul der Suspension an die Kanten des Deckglases. Durch
Kapillarkrafte wird die Suspension passiv in die beiden Burker-Zellzahlkammern gesaugt und

verteilt sich dort gleichmafig [99].

Mit dem Lichtmikroskop erfolgte das maanderférmige Auszahlen der vitalen Zellen (n) aus
zwei verschiedenen Groliquadraten (= 16 Kleinquadrate) pro Zahlkammer (Abb. 10c). Dabei
wurden die Zellen innerhalb des Grofdquadrats, sowie die auf dem oberen und linken Rand
der Begrenzung liegenden Zellen eingeschlossen (Abb. 10b). Unter Berlicksichtigung des
Verdiinnungs- (x 10) und Kammerfaktors (x 10%) konnte mit folgender Formel (A) [236] die

Gesamtzahl (ngesamt) der lebenden Zellen berechnet werden:

(A) "f:‘""‘ = n x 10 x 10*

3.2.2.2 SUBSTANZVORBEREITUNG

Die Testsubstanzen Enterodiol, Enterolacton, Secoisolariciresinol und Matairesinol sowie die
Kontrollsubstanzen 17f3-Estradiol und Tamoxifen wurden in reiner, pulverisierter Form vom

Forschungslabor der UFK Rostock kommerziell erworben.

Testsubstanzen

Im ersten Schritt wurden jeweils 5 mg der jeweiligen Substanz in 1 ml absoluten Ethanol
(EtOH) geldst, sodass von jedem Stoff eine Stammlésung mit einer Konzentration von
5000 pg/ml entstand. Um den Einfluss der vier Lignane in unterschiedlichen Konzentrationen
testen zu kdnnen stellten wir im zweiten Schritt fur jedes Lignan eine Verdunnungsreihe mit
dem jeweiligen Nahrmedium her. Sie ist der Tab. 2 zu entnehmen. Mittels Vortex-Mixer wur-
de eine gleichmaRige Durchmischung der Substratidsungen wahrend der Herstellung der
Verdunnungsreihe sichergestellt. Auf den Mikrotiterplatten ergaben sich durch das Verhaltnis
von 1:100 zur Zellsuspension die Endkonzentrationen 50 yg/ml, 10 pg/ml, 5 pyg/ml und

1 pg/ml.
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Tab. 2: Verdiinnungsreihe der Lignane

Lignan-Konzentration Verdiinnung Zusammensetzung

[ng/ml]
1 5000 Stammldsung 5 mg Substanz + 1 ml EtOH abs.
2 1000 1.5 200 pl von 1 + 800 pl EtOH abs.
3 500 1.2 300 pl von 2 + 300 pl EtOH abs.
4 100 1.5 100 pl von 3 + 400 pl EtOH abs.

Kontrollsubstanzen

Als Basiskonzentration von Estradiol hat sich eine Konzentration von 1 x 10 mol/l bewéhrt.
Hierzu wurden zunéchst 2,7 mg Estradiol in 1 ml Ethanol absolut geldst (2 1 x 102 mol/l) und
mit Ethanol Uber eine Verdiinnungsreihe auf 1 x 107 mol/l gebracht. Auf den Platten ergab
sich so die Zielkonzentration von 1 x 10 mol/l.

Fir das Tamoxifen 16sten wir 5,6 mg der Substanz in 1 ml Ethanol absolut (2 1 x 102 mol/l),
sodass wir auf den Mikrotiterplatten die gewiinschte Konzentration von 1 x 10 mol/l erziel-

ten.

3.2.3 IMMUNHISTOCHEMIE (IHC)

Die Immunhistochemie ist eine Methode zur Detektion von Zellstrukturen, sog. Epitopen,
durch eine Antigen-Antikorper-Reaktion. Das hier angewendete Verfahren beruht auf einem
Farbumschlag am Ort der nachzuweisenden Epitope durch an Antikérper gekoppelte Enzy-
me. In dieser Arbeit wurden die Zelllinien mithilfe des ImmPRESS UNIVERSAL Reagent Kit
von Vector Laboratories und dem HRP-Substrate LinRed IHC von LINARIS auf die Expres-

sion der Steroidrezeptoren ERa, ERB sowie den PR untersucht.

Bei dieser Nachweismethode bindet zunachst ein Primarantikorper spezifisch an das Epitop
der Zelle, hier den entsprechenden Steroidrezeptor. Nachfolgend wird ein hochaffiner se-
kundarer Antikdrper eingesetzt, der an ein Mikropolymer aus hochaktiven Enzymen, der sog.
Meerrettich-Peroxidase (Horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt ist. Bindet der Sekun-
darantikoérper den Epitop-Primarantikérper-Komplex, kommt es zur Aktivierung der HRP. Bei
Zugabe des LinRed-Substates entsteht durch dessen enzymatische Oxidation durch die
Peroxidase ein roter Farbstoff (Abb. 11). So erscheinen Bereiche, die den jeweiligen Rezep-

tor tragen rot, wahrend die Ubrigen rezeptorfreien Bereiche farblos bleiben.
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Abb. 11: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Reaktion, angelehnt an Vector Labo-
ratories [279].

Durch Inkubation der Zellen mit Wasserstoffperoxid (H.O,) vor der immuhistochemischen
Reaktion wird die endogene Peroxidase-Aktivitat der Zellen gehemmt und durch Zugabe von
Serum eine unspezifische Bindung des Enzymkomplexes an Proteine verhindert [280]. Um
eine Verfalschung der Ergebnisse durch unspezifische Bindungen des Primarantikdrpers
oder durch Ablagerung von Farbstoffpigmenten im Medium auszuschlieen wird eine Nega-

tivkontrolle ohne Primarantikdrper mitgefuhrt.

Durchfiihrung

Zur Vorbereitung auf die Immunhistochemie wurde die Zellsuspension nach der Zellzdhlung
auf 150-200.000 Zellen / ml mit dem jeweiligen Nahrmedium verdinnt und je 300 pl / Well
auf einer 24-Well Mikrotiterplatte ausgesat. Bis zur Ausbildung der zelltypischen Morphologie
erfolgte die Inkubation fur 48—72 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,in wasser-

dampfgesattigter Atmosphare.

Tag 1: Am 1. Tag wurde das Medium abgezogen und die Zellen drei Mal mit je 300 pl
PBS / Well gewaschen. Die Zellen wurden mit je 300 pl Formafix 4 % / Well fur 30 Minuten
bei Raumtemperatur fixiert und erneut drei Mal wie oben beschrieben mit PBS gewaschen.
Nach Inkubation mit je 300 ul 0,3 % H,O,/ Well fir 30 Minuten mussten die Zellen erneut
zweimalig mit PBS gewaschen und dabei jeweils fir 5 Minuten mit dem PBS inkubiert wer-
den. Nach der Zugabe von je 4 Tropfen Pferdeserum pro Well erfolgte eine Inkubation flir
20 Minuten bei Raumtemperatur. Das Pferdeserum wurde dann, ausgenommen bei der Ne-
gativprobe, wieder entfernt und 200 pl Primarantikérper pro Well hinzugegeben. Hierbei wur-
de pro Zelllinie je ein Well mit einem ERa- und ERB-Antikérper, beide im Verhaltnis 1:10 ver-
dinnt mit PBS, sowie ein Well mit einem PR-Antikérper (ready to use) versehen und flr
24 Stunden bei 8 °C im Kihlschrank inkubiert.
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Tag 2: Am 2. Tag wurde der Primarantikdrper entfernt, die Zellen wie oben beschrieben
drei Mal mit PBS gewaschen und fir 30 Minuten mit je 4 Tropfen Sekundarantikdrper pro
Well bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS erfolgte
die Inkubation der Zellen mit 200 ul LinRed-Substrat pro Well fir 5-30 Minuten im Dunkeln
bei Raumtemperatur. Das Substrat wurde dekantiert und die Farbreaktion mit je 300 pl Lei-

tungswasser (H,O) pro Well abgestoppt.
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3.24 LDH-ZYTOTOXIZITATSTEST

Der LDH-Test ist eine photometrische Methode, mit der in-vifro anhand der ermittelten LDH-
Aktivitat eine quantitative Aussage Uber das Ausmalf} der Zelllyse und damit der Zytotoxizitat
von Testsubstanzen getroffen werden kann. In dieser Arbeit wurde das Cytotoxicity Detec-
tion Kit (LDH) von Roche verwendet.

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein stabiles intrazelluldres Enzym, das im Zytoplasma
nahezu aller Zellen des Kdorpers vorkommt und dort den letzten Schritt der anaeroben Glyko-
lyse katalysiert. Bei toten oder stark geschadigten Zellen kommt es zu einem Verlust der
Integritat der Zellmembran. Die Zellmembran wird fir grole Molekiile permeabel und die
hochmolekulare LDH wird rasch nach extrazellular in das Zellkulturmedium freigesetzt [236].
Die Aktivitat der akkumulierten LDH im Uberstand kann dann mit Hilfe eines enzymatischen
Tests ermittelt werden. Die Grundlage hierfur liefern die durch die Laktatdehydrogenase ka-
talysierten biochemischen Reaktionen: Im ersten Schritt wird wahrend der LDH-katalysierten
Oxidation von Laktat zu Pyruvat das Coenzym NAD" zu NADH / H* reduziert. Im zweiten
Schritt wird ein weiteres Enzym, die Diaphorase, hinzugegeben. Diese katalysiert die Uber-
tragung des H / H+ von NADH / H+ auf das ebenfalls zugefligte gelbe Tetrazoniumsalz
2-[4-lodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium chloride) INT, welches dadurch zum
roten Reaktionsprodukt Formazan reduziert wird (Abb. 12). Da dieser Farbstoff ein breites
Extinktionsmaximum um 500 nm hat und das Tetrazolium Salz INT keine signifikante Extink-
tion bei diesen Wellenlangenbereich zeigt erfolgte die photometrische Bestimmung bei
490 nm [229].

1. Reaktionsschritt

coor Laktatdehydrogenase i
HO—C—H > cC=0
1 I
CHs CHs
Laktat / \ Pyruvat
NAD* NADH + H*

2. Reaktionsschritt
' \
N N—N
Oy o O
N

S io)

—N

"= 3\@ Katalysator N= \@
NO: NO:

Formazan-Salz (rot) Tetrazolium-Salz (gelb)

Abb. 12: Reaktionsschema des LDH-Testes, modifiziert nach Roche Applied Science 2005 [228].
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Die Hohe der LDH-AKktivitat im Zelliberstand korreliert direkt mit der Menge des gebildeten
Farbstoffs Formazan in einer bestimmten Zeit, die sich wiederum proportional zur Anzahl
lysierter Zellen verhalt. So kann direkt auf die Zytotoxizitat des jeweils zugegebenen Stoffs

geschlossen werden.

Neben den Testsubstanzen werden einige Vergleichs- und Kontrollsubstanzen mitgefihrt.
Um die Zellschadigung unter Einwirkung der Substrate mit der Zelllyse unbehandelter Zellen
zu vergleichen wurde die Negativkontrolle 1 (NK 1) aus Zellen, Medium und dem L&ésungs-
mittel Ethanol mitgefuhrt. Als Negativkontrolle 2 (NK 2) dienten Zellen, die nur mit Medium
behandelt wurden. Sie lieferte eine Aussage Uber die LDH-Aktivitat, die spontan von den
Zellen ohne jegliche Zusatze freigesetzt wurde und liel3 durch den Vergleich mit der Negativ-
kontrolle 1 eine Aussage Uber die Zytotoxizitat des Losungsmittels Ethanol zu. Neben den
Kontrollen mit Zugabe von Tamoxifen und 17p-Estradiol wurde auch eine Positivkontrolle
(PK) mit TritonX-100 durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um einen hoch zytotoxischen Stoff,
der sich in die Lipiddoppelschicht der Membranen von Zellen einlagert und deren Permeabili-
tat erhoht [99]. Die LDH-Aktivitat in dieser Probe wird mit einem Zellschaden von 100 %
gleichgesetzt. Die Eigenaktivitdt der LDH im Nahrmedium wurde durch eine Hintergrundkon-
trolle ermittelt, die lediglich das jeweilige Nahrmedium enthalt. Bei den spateren Berechnun-

gen musste dieser Wert von allen anderen Extinktionswerten subtrahiert werden.

Durchfiihrung:

Tag 1: Fur die LDH-Bestimmung erfolgte nach der Zellzadhlung (siehe Kapitel 3.2.2.1) die
Verdinnung der Zellsuspension mit dem entsprechenden Medium auf 300.000 Zellen / mil.
Je 100 ul der verdiinnten Zellsuspension wurden pro Well auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte
gegeben und die Zellen bis zur Adhdrenz am Boden fur etwa 24 Stunden bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert.

Tag 2: Am zweiten Tag wurde das Nahrmedium zunachst verworfen und durch 198 pl fri-
sches Nahrmedium ersetzt. Bei der Zelllinie Hs 578T wurde Medium ohne Phenolrot und
reduziertem FKS-Anteil (1 %) verwendet. Je 2 pl der Testsubstanzen in den unterschiedli-
chen Verdinnungen sowie je 2 ul Tamoxifen und 173-Estradiol wurden nach dem Schema in
Abb. 13 auf die entsprechenden Wells gegeben. Ebenso verfuhren wir mit dem Ansatz mit
Ethanol absolut. In den Wells entstand so ein Verhaltnis von der jeweiligen Substanz zur
Zellsuspension von 1:100. Fur die Triton-Kontrolle wurde TritonX-100 im Verhaltnis von
1:100 mit dem jeweiligen Nahrmedium verdinnt. Das Medium wurde aus den entsprechen-

den Wells entfernt und 200 pl der 1 %-igen Triton-Medium-Suspension aufgetragen. Zu den
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Wells in denen lediglich die LDH-Konzentration des Mediums bestimmt werden sollte wurden
200 pl Medium hinzugeftigt. Den Zellen der NK 1 wurde Uber das Medium hinaus nichts Wei-
teres zugesetzt. Pro Ansatz wurden fir alle Substanzen und Kontrollen stets 4 Wells beflllt.
Die Mikrotiterplatte wurde nun fiir 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
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Abb. 13: Bestlckungs-Schema der Mikrotiterplatten;Tam = Tamoxifen, E2 = Estradiol, END =
Enterodiol, ENL = Enterolacton, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml], MEZ = Medium + Ethanol +
Zellen (NK 2), MZ = Medium + Zellen (NK 1), M = Medium, Tri = Triton (PK).
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Tag 3: Am dritten Tag wurden aus jedem Well 100 pl des zellfreien Uberstandes nach glei-
chem Auftragungsprinzip in das aquivalente Well einer neuen 96-Well-Platte pipettiert. Die
Reaction Mixture aus Katalysator und Farbstoffldsung wurde herstellergerecht im Verhaltnis
1:46 angesetzt und je 100 pl der Lésung auf jedes Well der neuen Mikrotiterplatte gegeben.
Es folgte die Inkubation der Platte flir 5-30 Minuten bei Raumtemperatur ohne Lichteinfluss
und das Abstoppen der Reaktion mit 50 pl 1M Salzsaure (HCL) pro Well. Die Quantifizierung
des Farbstoffes erfolgte photometrisch nach einer Mix-Zeit von 5 Sekunden bei 490 nm und
einem Referenz-Filter von 620 nm mit dem Microplate-Reader. Die vom zugehérigen Com-
puterprogramm Microplate Manager aufgetragenen Extinktionswerte wurden jeweils durch
die Subtraktion der Hintergrundkontrolle korrigiert. Sie konnten dann in die folgende vom
Hersteller vorgeschriebene Formel (B) eingesetzt und damit die Zytotoxizitat im Vergleich zur
Positivkontrolle berechnet werden.
Extinktion Testsubstanz — Extinktion Negativkontrolle

(B) Zytotoxizitit [Z%] = x 700
Extinktion Positivkontrolle — Extinktion Negativkontrolle
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3.2.5 BRDU-PROLIFERATIONSTEST

Mit dem BrdU-Test wird erganzend zur Zytotoxizitat die Wirkung der Testsubstanzen auf die
Zellproliferation bestimmt. Es handelt sich um einen photometrischen Immunoassay mit dem
in-vitro anhand der ermittelten Menge BrdU in der Zell-DNA eine quantitative Aussage Uber
die Proliferation der Zellen gemacht werden kann. Hier wurde das Cell Proliferation ELISA

BrdU (colorimetric) Kit von Roche verwendet.

5-bromo-2’-deoxyuridine bzw. Bromdeoxyuridin (BrdU) ist ein synthetisches Pyrimidinanalo-
gon, bei dem die 5°-Methylgruppe des Thymidins durch Brom ersetzt wurde (Abb. 14). Bei
Zugabe zu den Zellen wird BrdU bei deren Proliferation anstelle der Base Thymidin durch die
DNA-Polymerase in neu synthetisierte DNA eingebaut. Um die Zugéanglichkeit des eingebau-
ten BrdU fir die Detektion durch den Antikérper zu verbessern werden die Zellen in einem
Zwischenschritt fixiert und die DNA denaturiert. Mit Hilfe eines monoklonalen Peroxidase-
gekoppelten anti-BrdU-Antikérpers (anti-BrdU-POD) wird das eingebaute BrdU detektiert. Bei
Zugabe des Substrates Tetramethylbenzidin (TMB), einem farblosen Chromogen, wird die-
ses durch die an den Antikdrper gekoppelte Peroxidase zu einem blauen Farbstoff umge-
setzt. Dieser kann photometrisch quantifiziert werden. Die Menge des entstandenen Farb-
stoffes korreliert direkt mit der Menge neu synthetisierter DNA und damit mit der Anzahl an

proliferierenden Zellen [230].

o] o]

O Cr

HO—LO\T o} HO<|/O\I'J\J 0
w_/ H

OH OH
Thymidin S-bromo-2"-deoxyuridne (Brdl))

Abb. 14: Strukturelle Ahnlichkeit von Thymidin und BrdU, modifiziert nach Bio-Rad Laboratories 2018

[25].

Auch hier wurden Kontrollen mit 173-Estradiol und Tamoxifen, eine Negativkontrolle 1 mit
Zellen, Medium und dem L&sungsmittel Ethanol, sowie eine Negativkontrolle 2 mit Nahrme-
dium und Zellen durchgefiihrt. Ein Leerwert mit Nahrmedium ohne Zellen wurde mitgeflihrt,
um unspezifische Bindungen zwischen dem BrdU bzw. dem anti-BrdU-POD und der Mikroti-
terplatte zu detektieren. Der Extinktionswert dieser Kontrolle musste spater von allen Werten
subtrahiert werden. Zusatzlich wurde anstatt der Triton-Kontrolle eine Hintergrundkontrolle
ohne Zugabe von BrdU mitlaufen gelassen. Sie sollte unspezifische Bindungen des anti-

BrdU-POD-Konjugats mit den Zellen in Abwesenheit von BrdU ausschlie3en.
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Durchfiihrung

Tag 1: Fir die Bestimmung der Zellproliferation wurde die Zellsuspension nach der Zellzah-
lung auf eine Zellzahl von 300.000 Zellen / ml mit dem entsprechenden Nahrmedium ver-
dinnt. Je 100 pl der Zellsuspension wurden pro Well auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte aufge-
tragen. Bis zur Adharenz erfolgte die Inkubation der Ansatze fir etwa 24 Stunden bei 37 °C

und 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare.

Tag 2: Am zweiten Tag wurde das Medium durch 100 pl frisches Nahrmedium, bei der Linie
Hs 578T ohne Phenolrot, ersetzt. Jeweils 1 yl der Substanz-Verdinnungen, sowie je 1 ul
Tamoxifen, Estradiol und Ethanol absolut wurden pro Well nach dem gleichen Schema wie
beim LDH-Test aufgetragen (Abb. 13). Das Verhaltnis von Zusatzen zur Zellsuspension be-
trug nun in jedem Well 1:100. Auch hier wurden pro Ansatz fur alle Substanzen und Kontrol-
len stets 4 Wells bestlickt. Es folgte erneut die Inkubation der Mikrotiterplatte flr 24 Stunden
bei 37 °C und 5 % CO..

Tag 3: Am 3. Tag wurde das BrdU labeling reagent im Verhaltnis 1:100 mit dem entspre-
chenden Nahrmedium verdiinnt. Ausgenommen der Hintergrundkontrolle wurden je 10 pl der
Losung pro Well aufgetragen und 3 Stunden inkubiert. Im nachsten Schritt wurde das BrdU
labeling reagent abgeklopft, je 200 ul FixDenat solution je Well aufgetragen und die Zellen
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Losen in 1,1 ml zweifach destilliertem
Wasser erfolgte die Verdlinnung des Peroxidase-gekoppelten Antikdrpers anti-BrdU-POD im
Verhaltnis 1:100 mit Antibody dilution solution. Nach Abklopfen der FixDenat solution-Ldsung
wurde je 100 pl des verdinnten Antikérpers anti-BrdU-POD pro Well aufgetragen und fir
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Waschpuffer wurde im Verhaltnis von 1:10
mit zweifach destilliertem Wasser verdiinnt und die Zellen, um ungebundene Antikorper zu
entfernen 3 Mal mit dem verdinntem Waschpuffer gewaschen. Dieser wurde wieder entfernt
und die Zellen mit je 100 ul Substrat solution pro Well, die das Substrat Tetramethylbenzidin
(TMB) enthalt, fur ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit
25 ul 1M Schwefelsaure (H,SO,4) pro Well abgestoppt, wodurch ein stabiler gelber Farbstoff
entstand. Die photometrische Messung erfolgte nach einer Mix-Zeit von 35 Sekunden bei
450 nm mit einem Referenz-Filter von 620 nm im Microplate-Reader. Die Extinktionswerte
wurden vom Microplate Manager aufgetragen, durch Subtraktion des Leerwertes korrigiert

und anschlielend die Zellproliferation mit folgender Formel (C) berechnet:

Extinktion Testsubstanz
(C) Zellproliferation [%] = x 700
Extinktion Negativkontrolie
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3.2.6 UNTERSUCHUNG DES OXIDATIVEN STRESSES UND DES ZELLMETABOLISMUS
3.2.6.1 BESTIMMUNG DES OXIDATIVEN STRESSES

Der Hydrogen Peroxide Assay von BioVision ist eine photometrische Methode zur quantitati-

ven Bestimmung von Wasserstoffperoxid als Marker fur oxidativen Stress in-vitro.

Sogenannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Wasserstoffperoxid (H,O,) oder Hydroxyl-
Radikale (OH") sind Nebenprodukte des regularen aeroben Zellstoffwechsels. Im Organis-
mus werden diese unter physiologischen Bedingungen von enzymatischen Antioxidantien
wie beispielsweise der Superoxid-Dismutase oder der Glutathion-Peroxidase sowie nicht-
enzymatischen Antioxidantien wie Glutathion oder Ascorbinsaure neutralisiert [248]. Oxidati-
ver Stress entsteht, wenn die antioxidative Kapazitdt des Organismus Uberschritten wird und

ROS mit zelleigenen Bestandteilen wie Proteinen, Lipiden und der DNA reagieren.

Im Assay reagiert H,O, in Anwesenheit von Meerrettich-Peroxidase (HRP) mit dem Chromo-
gen 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (OxiRed) zu einem pinken Farbstoff mit einer ma-
ximalen Wellenlange von 570 nm (Abb. 15). Dieser kann photometrisch mittels Microplate-
Reader bestimmt und Uber eine H,O,-Standardkurve die H,O,-Menge in den Proben und im

Anschluss die H,O,-Konzentration berechnet werden.
H202 H2

OO S T

A

07 “CH,
OxIRed (cremewsiB) Resorufin {violett)
10-Acetyl-3,7-dlhydroxyphenoxazine T-Hydroxy-3H-phenoxazine-3-one

Abb. 15: Reaktionsschema des Hydrogen Peroxide Assays, angelehnt an Held 2003 [109].
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3.2.6.2 BESTIMMUNG DER GLUKOSEKONZENTRATION

Die quantitative Bestimmung der Glukosekonzentration im Zelliberstand beruht auf einem
elektrochemischen Messprinzip und erfolgte mit dem Glukosemessgerat ecoTwenty der Fir-
ma CARE diagnostica.

Glukose stellt fur jede lebende Zelle, sowohl in-vivo als auch in-vitro, eine der wichtigsten
Energiequellen dar. Daher ist Glukose bei den meisten Nahrmedien in physiologischer (1 g/l,
5,5 mM) oder bei schnell proliferierenden Zellen in erhdhter Konzentration (4,5 g/l, 25 mM)
zugesetzt [99]. Die Glukosekonzentration im Zellibertand liefert eine indirekte Aussage uber
den Glukose-Verbrauch und damit die Vitalitat der Zellen unter dem Einfluss der unterschied-

lichen Substanzen

Bei dem flir dieses Messprinzip verwendeten Glukosesensor handelt es sich um einen Bio-
sensor, in den eine Biomembran eingebracht ist. An die Membran ist das Enzym Gluko-
seoxidase (GOD) gekoppelt. Ist f-D-Glukose in der Probe enthalten, wird es durch die Glu-
koseoxidase enzymatisch zu D-Glucoronsaure und Wasserstoffperoxid umgesetzt. Das ent-
standene H,0O, wird unter Abgabe von Elektronen an einer Platinelektrode (Pt) oxidiert und
der resultierende Stromfluss detektiert (Abb. 16). Der Stromfluss verhalt sich proportional zu
der Glukosekonzentration in der Probe und wird vom Messgerat direkt in eine Konzentrati-

onsangabe umgerechnet.

GOD
B-D-Glukose + 0, + H,0 —» D-Gluconsiure + H,0,

2H'+0,+2e¢ ¢ L _  H0,

Abb. 16: Reaktionsschema der Glukosebestimmung, modifiziert nach Zier et al. 1988 [309].

3.2.6.3 BESTIMMUNG DES PH-WERTES

Die pH-Bestimmung wurde mit dem ORION 3 STAR Benchtop pH meter von Thermo Fisher
Scientific durchgefuhrt. Da Metaboliten des Zellstoffwechsels, wie beispielsweise Laktat, das
extrazellulare Milieu in charakteristischer Weise verandern kénnen wird auch der pH-Wert
als Marker fir die metabolische Aktivitat der Zellen bestimmt.

Das pH-Meter ist mit einer speziellen Messelektrode aus Glas ausgestattet. Im Inneren der
Glaselektrode befindet sich eine Pufferlésung mit konstantem pH, in der nahe der Glas-

membran eine Ableitelektrode (z. B. Ag / AgCl) und gleichzeitig eine Bezugselektrode
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(Hg / Hg,CL, in KCL-Lésung) eingebracht sind. In Abhangigkeit von der Wasserstoffionen-
konzentration in der Messlosung bildet sich an der Glasmembran ein elektrisches Potenzial
aus. Die Potenzialdifferenz zur Bezugselektrode ist direkt proportional zum pH-Wert der L6-
sung [303].

3.2.6.4 DURCHFUHRUNG DER STOFFWECHSEL-UNTERSUCHUNGEN

Wie bei den biochemischen Assays mussten die Zellen fir die Stoffwechselanalysen zu-
nachst vom Flaschenboden abgeldst, gezahlt und auf 300.000 Zellen / ml verdinnt werden.
Je 100 pl Zellesuspension pro Well wurde auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat und
nach Schema des LDH-Testes (Abb. 13) bis zum Tag 3 verfahren. Am 3. Versuchstag, also
nach etwa 24-stiindiger Inkubation mit den Substanzen, wurden jeweils 100 ul des Uber-
standes aus den 4 identischen Ansatzen jeder Test- und Kontrollsubstanz in ein gemeinsa-
mes 1,5 ml messendes Reaktionsgefall Gberfihrt. Diese Suspension wurde fur 15 Minuten
mit 2.500 UpM zentrifugiert und der Uberstand als Grundlésung fiir die drei Stoffwechsel-

Tests verwendet.

Oxidativer Stress

Zur Bestimmung von H,0, aus dem Uberstand wurden je 50 pl aus der jeweiligen Grund|6-
sung auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Fur die H,O,-Standardkurve wurde die H,0,-
Standardlésung mit destilliertem Wasser verdinnt und in den Konzentrationen 0 nmol,
1 nmol, 2 nmol, 3 nmol, 4 nmol und 5 nmol / Well auf eine weitere Well-Platte gegeben. 50 pl
Reaction Mix aus 46 ul Assay Buffer, 2 ul OxiRed™ Probe solution und 2 pl HRP solution
wurden pro Well zu jeder Probe und jedem Standard hinzugegeben und bei Raumtemperatur
fur 10 Minuten inkubiert. Die photometrische Bestimmung des entstandenen Farbstoffes er-
folgte mittels Microplate-Reader bei einer Wellenlange von 570 nm. Zur Korrektur der Hinter-
grundaktivitdt wurde von allen Extinktionswerten der Proben und Standards die Extinktion
des Standards mit 0 nmol H,O, subtrahiert. Anhand einer H,O,-Standardkurve und der ent-
sprechenden Funktion konnte daraus die Menge H,O, (in pmol) in den Proben bestimmt und

die H,0,-Konzentration (in [pmol/pl]) mit folgender Formel (D) berechnet werden:

H,0,-Konzentration Probe [pmol}

(D) H,0,-Konzentration [pmoljul] = Volumen Probe ]
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Glukoseverbrauch

Aus den Mediumiberstanden der jeweils einzelnen Ansatze wurden fir den Stoffwechsel-
Test je 20 pl entnommen und mit 1 ml der Systemlésung in ein 1,5 ml fassendes Reagenz-
gefall gegeben. Mittels Glukose-Analysegerat ecoTwenty von CARE diagnostics erfolgte
daraus die elektrochemische Bestimmung der Glukose-Konzentration. Der Glukosever-
brauch wurde relativ zum Verbrauch unbehandelter Zellen (NK 1) mit folgender Formel (E)

berechnet:

Glukosekonzentration Negativkontrolle

(E) Glukoseverbrauch [%]= x 100
Glukosekonzentration Testsubstanz

pH-Wert

Hierfur wurde das pH-Messgerat zunachst mit Hilfe der verschiedenen standardisierten Puf-
ferldosungen kalibriert, anschlieRend folgten die Analysen. Um Messfehler zu reduzieren er-
folgte zwischen den einzelnen Messungen die Reinigung der Messsonde mit destilliertem

Wasser.

3.2.7 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten erfolgte mit Hilfe von
Microsoft Excel 2010 und IBM SPSS Statistics Version 22.

Mit dem Kolgomorov-Smirnov-Test wurden die Datensatze auf Normalverteilung geprift. Da
der Einfluss mehrerer Stoffe getestet wurde und nicht alle Messreihen eine Normalverteilung
zeigten erfolgte dann zunachst der Kruskal-Wallis-Test flir mehrere, nicht-normalverteilte
unabhangige Stichproben und im Anschluss der paarweise Vergleich mittels Mann-Whitney-
U-Test.

Das Signifikanzniveau wurde in dieser Arbeit auf 5 % festgelegt.
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Iv. ERGEBNISSE

Im Folgenden wird der Einfluss der Lignane Enterolacton (ENL), Enterodiol (END), Secoiso-
lariciresinol (SECO) und Matairesinol (MATA) in vier unterschiedlichen Konzentrationen
(1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml und 50 pg/ml) auf die Zelllinien MCF-12A, HMEC und Hs 578T
dargestellt und mit der Wirkung der Kontrollsubstanzen 17B-Estradiol (1 x 10° mol/l) und
dem SERM Tamoxifen (1 x 10 mol/l) verglichen. Hierzu werden zunéchst die Resultate des
immunhistochemischen Rezeptornachweises und nachfolgend die Ergebnisse der biochemi-

schen Assays, des oxidativen Stresses und der Stoffwechseluntersuchungen demonstriert.

Bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T wurden der LDH- und BrdU-Test je vier- bis flnf-
mal und die Stoffwechsel-Tests je ein- bis dreimal mit einer Zellzahl von 300.000 / ml mit
jeweils vier Ansatzen durchgefihrt. Aufgrund der begrenzten Kultivierbarkeit und Kostenin-
tensivitat erfolgten die Versuche bei der Primarkultur der HMEC einmalig mit vier Ansatzen
und einer reduzierten Zellzahl von 200.000 / ml. Da jeweils nur zwei der Lignane mit den
jeweiligen Verdinnungen auf einer gemeinsamen Platte geprift werden konnten, lagen fir
die die Kontrollsubstanzen und Negativproben jeweils die doppelte Anzahl an Daten vor. Sie
wurden in den Graphiken der einzelnen Lignane flr eine bessere Vergleichbarkeit zusam-
mengefasst

Die in den biochemischen Assays und den Untersuchungen des Zellmetabolismus mitgefihr-
ten Negativkontrollen (NK 1 = Zellen + Medium und NK 2 = Zellen + Medium + Ethanol) zeig-
ten bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T in keinem der Versuche einen signifikanten
Unterschied. Der Einfluss des Ethanols in der verwendeten Konzentration konnte also bei
diesen Zelllinien vernachlassigt und fur die statistischen Vergleiche die NK 1 reprasentativ
fur unbehandelte Zellen als Negativkontrolle verwendet werden. Bei der Primarkultur der
HMEC zeigten sich bei dem BrdU-Test hingegen deutlich abweichende Werte der NK 1 und
NK 2. Da eine Beeinflussung durch das Lésungsmittel nicht ausgeschlossen werden konnte,

wurde bei der dritten Zelllinie bei allen Tests die NK 2 als Vergleichswert herangezogen.

Die Graphiken zeigen stets die Durchschnittswerte aus allen verwendeten Passagen. In den

*%

Abbildungen wurden signifikante Werte folgendermalien markiert: p < 0,001: **;
p = 0,001-0,05: *; Punkte: Ausreiler.
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4.1 IMMUNHISTOCHEMIE:

Zur Charakterisierung der Zelllinien anhand des Hormonrezeptorstatus wurden diese mittels
Immunhistochemie auf die Expression der Steroidrezeptoren Estrogenrezeptor a, Estrogen-
rezeptor B sowie des Progesteronrezeptors untersucht. Exprimieren die Zellen den jeweiligen
Rezeptor, zeigen sie durch die Antikdrper-gekoppelte enzymatische Reaktion eine rote Far-
bung. Die Beurteilung der Farbreaktion erfolgte mit dem Lichtmikroskop. Die Negativkontrolle
(NK) blieb bei allen Zelllinien ohne Farbung, sodass eine Verfalschung des Nachweises
durch Farbstoffpartikel im Medium oder unspezifische Bindungen des Primarantikérpers

ausgeschlossen werden konnte.
MCF-12A
Bei der immunhistochemischen Untersuchung konnten sowohl die Expression beider Estro-

genrezeptoren als auch des Progesteronrezeptors durch eine deutliche rote Farbung des

Zytoplasmas der Zellen nachgewiesen werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Immunhistochemie der Zelllinie MCF-12A; Lichtmikroskopische Aufnahme; a) Estrogenrezep-
tor a positiv (VergréRerung 20 x); b) Estrogenrezeptor B positiv (VergrélRerung 10 x); ¢) Progesteron-
rezeptor positiv (VergroBerung 20 x); d) Negativkontrolle (VergréfRerung 20 x), Positive Zellen exemp-

larisch mit schwarzem Pfeil markiert.
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HMEC

Die Primarkultur der HMEC zeigte, wie auch die Zellreihe MCF-12A, eine deutliche rote Far-
bung der Zellen bei der immunhistochmischen Untersuchung aller drei Rezeptoren und damit

einen positiven Nachweis fiir deren Expression (Abb. 18).

Abb. 18: Immunhistochemie der HMEC; Lichtmikroskopische Aufnahme (VergroRerung 10 x); a) Est-
rogenrezeptor a positiv; b) Estrogenrezeptor B positiv; c) Progesteronrezeptor positiv; d) Negativkon-
trolle. Zur Verfliigung gestellt vom Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock. Positive Zel-

len exemplarisch mit schwarzem Pfeil markiert.

Hs 578T

Die Zellen der Linie Hs 578T blieben bei der immunhistochemischen Untersuchung des ERa
und des PR ungefarbt. Lediglich beim ERB zeigte sich eine starke rote Farbreaktion des Zy-

toplasmas, die als positiver Rezeptornachweis zu bewerten war (Abb. 19).
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Abb. 19: Immunhistochemie der Zelllinie Hs 578T; Lichtmikroskopische Aufnahme (VergréRerung
10 x); a) Estrogenrezeptor a negativ; b) Estrogenrezeptor  positiv; c) Progesteronrezeptor negativ;

d) Negativkontrolle. Positive Zellen exemplarisch mit schwarzem Pfeil markiert.
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4.2 LDH-ZYTOTOXIZITATSTEST

Zur quantitativen Bestimmung der Zytotoxizitdt der verschiedenen Test- und Kontrollsub-
stanzen wurde der LDH-Test durchgefihrt. Bei diesem Verfahren wurde nach 24-stiindiger
Inkubation die LDH-Aktivitdt und damit die Zelllyse unter Einfluss der Test- und Kontrollsub-
stanzen anhand einer enzymatischen Farbreaktion dargestellt. Die Menge des Farbstoffes
konnte photometrisch bestimmt und aus den daraus ermittelten Extinktionswerten die Zyto-
toxizitat in Prozent berechnet werden. Sie entspricht der relativen Zytotoxizitat im Vergleich
zu TritonX-100, die einer Zellschadigung von 100 % gleichgesetzt wurde. Die Zytotoxizitat
der Probe mit Medium und Zellen (NK1) entspricht 0 % und gilt als Vergleichswert fur die

statistischen Tests.

MCF-12A

Der Versuch wurde 4 Mal mit jeweils 4 Ansatzen (n = 4 x 4) pro Substrat durchgefihrt. Dabei

wurden die Zellen der Passagen 26 bis 30 verwendet.

Im Gegensatz zu den anderen beiden Zelllinien lie3en sich bei den Kontrollsubstanzen und
der Negativkontrolle einige Ausreil3er erkennen.

Insgesamt flhrte keines der Lignane in den verwendeten Substratkonzentrationen im Ver-
gleich zu den unbehandelten Zellen der NK 1 zu einer signifikanten Zellschadigung
(Abb. 20). Unter dem Einfluss von ENL zeigte sich eine Abnahme der Zytotoxizitaten bei
steigender Substratkonzentration (Median 6,5 % bis -2,3 %), bei END verringerte sich die
zytotoxische Wirkung von ca. 3,8 % bei 1-10 pyg/ml auf -1,1 % bei 50 pg/ml. Unter SECO
(Median -3,5 % bis -7,6 %) und MATA (Median -3,5 % bis -11,6 %) zeigten sich signifikant
geringere Zytotoxizitaten als bei der NK 1. Eine eindeutige konzentrationsabhangige Wirkung
lied sich nicht ableiten.

Der Effekt von 17p-Estradiol lag mit einer Zytotoxizitat von -1,4 % im Bereich der NK 1. ENL
in der Konzentration 1 pg/ml und MATA in Konzentrationen = 5 ug/ml zeigten im Vergleich
dazu signifikant niedrigere Werte (p < 0,05). Im Vergleich zum SERM Tamoxifen (Median
120,1 %) war sowohl die zellschadigende Wirkung der vier Lignane in allen getesteten Kon-

zentrationen als auch der NK 1 und des 173-Estradiols signifikant geringer (p < 0,001).
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Abb. 20: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Zelllinie MCF-12A im Ver-
gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10”° mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™* mol/),
NK 1 = Medium + Zellen, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 4 x 4.

HMEC

Bei der Primarkultur der HMEC wurde der Versuch einmalig mit 4 Ansatzen (n = 1 x 4) mit

den Zellen der 5. Passage durchgefihrt.

Die Spannweite der Ergebnisse war gegentber den anderen beiden Zelllinien deutlich klei-
ner. Im Vergleich zur NK 2 zeigten sich unter Lignan-Einfluss weitestgehend leicht negative
Zytotoxizitaten, SECO in der Konzentration 10 pg/ml (Median 1,4 %) sowie MATA in den
Konzentrationen 1 yg/ml und 50 pg/ml (0,8 % und 0,2 %) hingegen leicht positive Werte, die
sich allesamt nicht signifikant von derjenigen der NK 2 und des 173-Estradiols unterschieden
(Abb. 21).

Die Wirkung von 173-Estradiol hob sich in der verwendeten Konzentration ebenfalls nicht-
signifikant von der Kontrolle (Median 1,2 %) ab. Tamoxifen induzierte relativ zur Positivkon-

trolle mit Triton auch bei gesunden Mammaepithelzellen starke signifikant zytotoxische
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Effekte (Median 105 %, p < 0,001). Im Vergleich zu Tamoxifen Ubten alle Lignane sowie das

17B-Estradiol eine signifikant geringe Zellschadigung aus (p < 0,05).
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Abb. 21: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die HMEC im Vergleich zur Ne-
gativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 107 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™ mol/l), NK 2 = Medium +

Zellen + Ethanol, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 1 x 4.

Hs 578T

Der LDH-Test wurde auch bei dieser Zelllinie 5 Mal mit jeweils 4 Ansatzen (n = 5 x 4) durch-

gefuhrt, wobei die Passagen 10 bis 19 verwendet wurden.

Insgesamt zeichneten sich die Ergebnisse im Vergleich zur Zelllinie MCF-12A und zur Pri-
markultur der HMEC durch deutlich héhere Spannweiten und Interquartilabstande aus. SE-
CO und MATA induzierten in allen verwendeten Konzentrationen (Median 3,0-19,1 % bzw.
0,7-31,6 %), ENL nur bei 1 uyg/ml und 50 pg/ml (Median 1,8 % und 12,6 %) zytotoxische
Effekte (Abb. 22). Bei SECO war die zellschadigende Wirkung am starksten in der héchsten
Konzentration (Median 19,1 %) und bei Mata in der niedrigsten Konzentration (Median

31,6 %) ausgepragt. Trotz Ausreillern unterschied sich letztere (p = 0,001) als einzige Mess-
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reihe signifikant zur NK 1. Im Gegensatz zu den anderen drei Lignanen zeigte sich unter
END im Vergleich zu unbehandelten Zellen (NK1) keine zellschadigende Wirkung. Die Zyto-
toxizitat sank konzentrationsabhangig — von 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml bis 50 pg/ml — deut-
lich ab (Median -8,1 %, -26,5 %, -43,1 % und -47,8 %), der Unterschied war aber nur bei den

Konzentrationen 5 pg/ml und 10 pg/ml signifikant (p < 0,05).

17B-Estradiol zeigt eine leichte, nicht-signifikant hohere Zytotoxizitat als die unbehandelten

Zellen der NK. Mata in der Konzentration 1 pg/ml unterschied sich als einzige Messreihe

signifikant von der Zytotoxizitat des 173-Estradiol (p < 0,001).

Tamoxifen wirkte auch bei den ERa- negativen Zellen stark zytotoxisch (Median 122 %). Die

zellschadigende Wirkung lag signifikant hdher als diejenige der Test-und Kontrollsubstanzen

(p < 0,001).
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Abb. 22: Zytotoxische Wirkung der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Zelllinie Hs 578T im Ver-

gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™ mol/l),
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4.3 BRDU-ZELLPROLIFERATIONSTEST

Die Proliferation der Zellen unter Einfluss der unterschiedlichen Test- und Kontrollsubstan-
zen wurde mittels BrdU-Test untersucht. Bei diesem Immunoassay wird der Gehalt des
Thymidin-Analogons BrdU in den Zellen nach 24-stindiger Inkubation mit den Substraten
anhand einer Antikdrper-gekoppelten enzymatischen Farbreaktion ermittelt. Die Menge des

entstandenen Farbstoffes kann photometrisch bestimmt und anhand der Extinktionswerte die
Zellproliferation in Prozent berechnet werden. Sie entspricht der relativen Zellproliferation zu

unbehandelten Zellen (NK 1), die einer Proliferation von 100 % gleichgesetzt wird.

MCF- 12A

Bei dieser Zelllinie wurde der Versuch 5 Mal mit jeweils ebenfalls 4 Ansatzen (n =5 x 4) pro

Substrat durchgeflihrt. Dabei wurden die Passagen 25 bis 35 verwendet

ENL, END und MATA flihrten bei den ER-positiven Zellen zu einer signifikanten konzentrati-
onsabhangigen Hemmung der Zellproliferation im Vergleich zu unbehandelten Zellen (NK 1)
(Abb. 23). ENL zeigt dabei den starksten Einfluss. In der hdchsten Substratkonzentration von
50 pg/ml wurde die Proliferation auf etwa 24 % des Vergleichswertes reduziert (p < 0,001).
Unter dem Einfluss von 50 pg/ml END zeigte sich eine Hemmung auf ca. 59 % (p < 0,001),
bei 50 ug/ml MATA auf ca. 70 % (p < 0,001). Ausgenommen unter der Substanzkonzentrati-
on von 1 yg/ml MATA waren die Unterschiede zur Negativkontrolle signifikant. SECO hinge-
gen ubte lediglich in der Konzentration von 1 ug/ml einen leichten, aber signifikanten anti-
proliferativen Einfluss auf die Zellen aus (Median 91 %, p < 0,05), bei Konzentrationen
=5 pug/ml lag die Proliferation im Bereich der unbehandelten Zellen (Median 96—100 %).
17B-Estradiol zeigte einen leichten, nicht-signifikanten, antiproliferativen Effekt auf die
MCF-12A-Zellen (Median 91,4 %). Die hemmende Wirkung von ENL in den Konzentrationen
25 ug/ml (p < 0,001) sowie END in der Konzentration 50 ug/ml (p < 0,001) und Mata
= 10 ug/ml waren signifikant starker ausgepragt (p < 0,05).

Tamoxifen reduzierte die Zellproliferation auf 0,7 % der Negativkontrolle. Der Einfluss war im
Vergleich zu demjenigen aller anderen Test- und Kontrollsubstanzen signifikant starker aus-

gepragt (p < 0,001).
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Abb. 23: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Proliferation der Zelllinie MCF-12A im Ver-
gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17@-Estradiol (1 x 107 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™ mol/l),
NK 1 = Medium + Zellen, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 5 x 4.

HMEC

Das BrdU-Assay der Primarkultur der HMEC wurde ebenfalls einmalig mit 4 Ansatzen

(n =1 x4) pro Test- und Kontrollsubstanz mit Zellen der 5. Passage durchgefihrt.

Anders als bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T wichen die Negativkontrolle 1 und 2
signifikant voneinander ab. Um einen maoglichen antiproliferativen Einfluss des Losungsmit-
tels Ethanol auf die Primarkultur zu berucksichtigen diente bei dieser Zelllinie die Negativ-
kontrolle 2 als Referenzwert (100 %). Verglichen mit der NK 2 fUhrten die Lignane gréten-
teils zu einer leichten nicht-signifikanten Proliferationshemmung (Abb. 24). ENL in Konzent-
rationen = 10 ug/ml zeigte die starkste antiproliferative Wirkung (Median 85 %). Auch unter
dem Einfluss von END in den Konzentrationen 5 pg/ml und 10 pyg/ml, 2 10 yg/ml MATA und
SECO in der Konzentration 50 pug/ml wurde die Zellproliferation um 10 % bis 15 % reduziert.
Bei Zugabe von 1 ug/ml MATA kam es zu einer leichten Steigerung der Proliferation (Median

112 %). Keiner der Effekte war signifikant.
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Tamoxifen zeigte eine grolle Spannweite der Ergebnisse mit einem Median von 108 %,

17p-Estradiol von etwa 100 %, beide ohne signifikanten Unterschied zu den Ubrigen Sub-

stanzen.
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Abb. 24: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Proliferation der HMEC im Vergleich zur
Negativkontrolle; E2 = 17p-Estradiol (1 x 10 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™ mol/l), NK 2 = Medium

+ Zellen + Ethanol, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml]; n = 1 x 4.

Hs 578T

Hier wurde der Versuch 5 Mal mit jeweils 4 Ansatzen (n = 5 x 4) der Passagen 10 bis 16
durchgefihrt.

Korrelierend zum LDH-Test der Linie Hs 578T waren die Werte einiger Messreihen durch
gréliere Spannweiten oder Interquartilabstdnde gekennzeichnet.

Alle vier Lignane fiihrten in Konzentrationen = 5 pg/ml zu einer signifikanten konzentrations-
abhangigen Zellproliferationshemmung der Mammakarzinom-Zelllinie Hs 578T, MATA auch
in der Konzentration von 1 pg/ml (Abb. 25). Wie auch bei der Zelllinie MCF-12A zeigte ENL

den starksten Effekt. Die Vermehrung der Zellen verringerte sich unter dem Einfluss der
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héchsten Konzentration (50 pg/ml) auf etwa 32 % (p < 0,001) im Vergleich zu unbehandelten
Zellen (NK 1). In der gleichen Konzentration bewirkte END eine Reduktion der Proliferation
auf circa 37 % (p < 0,001), MATA auf 55 % (p < 0,001) und SECO auf 67 % (p < 0,001). Mit
abnehmender Konzentration der Lignane verringerte sich deren inhibitorische Wirkung und
die Zellproliferation stieg bei allen Lignanen in der héchsten Verdinnungsstufe (1 ug/ml) auf
91-94 % der Negativkontrolle an.

17B-Estradiol reduziert die Zellproliferation im Vergleich zur Negativkontrolle leicht und signi-
fikant auf etwa 92 % (p = 0,009). Im Vergleich zum 17B-Estradiol war die antiproliferative
Wirkung aller vier Lignane in Konzentrationen > 5 ug/ml starker ausgepragt, bei ENL und
MATA = 10 pg/ml sowie bei END und SECO bei 50 yg/ml mit Signifikanz.

Im Vergleich zu Tamoxifen (Median 0,4 %) war der hemmende Einfluss aller anderen Test-

und Kontrollsubstanzen signifikant geringer (p < 0,001).

Abb. 25: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf die Proliferation der Zelllinie Hs 578T im Ver-

gleich zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 107 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10 mol/l),
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44 OXIDATIVER STRESS UND ZELLMETABOLISMUS

441 OXIDATIVER STRESS

Als Marker flir oxidativen Stress unter dem Einfluss der verschiedenen Test- und Kontroll-
substanzen wurde nach 24-stindiger Inkubation ein durch Wasserstoffperoxid umgesetzter
Farbstoff photometrisch bestimmt und mit Hilfe einer Standardkurve die H,O,-Menge

sowie die H,O,-Konzentration in den Proben berechnet.

MCF-12A

Die Messung erfolgte 3 Mal (n = 3) mit den Zellen der 26. bis 28. Passage.

Bei unbehandelten Zellen (NK 1) liel3 sich im Mittel eine Konzentration von 0,0471 pmol/ul
Wasserstoffperoxid nachweisen. Der Einfluss der Lignane und Kontrollsubstanzen auf den
oxidativen Stress der Zelllinie MCF-12A war insgesamt gering (+/-5 %) ausgepragt und zeig-
te keine Signifikanz (Abb. 26). Ein konzentrationsabhangiger Verlauf lie3 sich nur unter ENL
vermuten. Mit steigender Konzentration von 1 pg/ml bis 50 ug/ml verringerte sich H,O,-
Konzentration in den Proben tber 0,0491 pmol/ul, 0,0483 pmol/ul und 0,0457 pmol/ul auf
0,0449 pmol/pl. Unter 1 pg/ml bis 50 pg/ml END (0,0459 pmol/ul, 0,0459 pmol/ul,
0,0458 pmol/ul und 0.0467 pmol/ul) und = 5 pg/ml MATA (0,0457 pmol/ul, 0.0457 pmol/ul
und 0,0467 pmol/ul), sowie unter 5 pg/ml und 50 pg/ml SECO (0,0467 pmol/ul und
0,0463 pmol/ul) lagen die H,O>-Werte, bei einem eher undulierenden Verlauf, unterhalb der
Negativkontrolle. Die Messwerte unter 1 pg/ml MATA wichen stark voneinander ab.
17B-Estradiol und Tamoxifen flihrten beide zu einer Erhdhung des oxidativen Stresses
(0,0491 pmol/ul bzw. 0,0482 pmol/ul H,05).
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Abb. 26: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den oxidativen Stress der Zelllinie MCF-12A;
E2 = 17p-Estradiol (1 x 10°® mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10" mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,
1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml]; n = 3.

HMEC

Die Bestimmung der Wasserstoffperoxid-Konzentration erfolgte nur einmalig (n = 1) bei der

5. Passage.

Die H,O,-Konzentrationen zeichneten sich bei den HMEC insgesamt durch deutlich niedrige-
re Werte als bei den anderen beiden Zelllinien und teilweise starke Veranderungen durch die
Lignane aus (Abb. 27). Die H,O.-Konzentration der NK 2 lag bei 0,0045 pmol/ul. Unter ENL-
Einfluss zeigte sich andeutungsweise ein konzentrationsabhangiger Verlauf, unter 1 ug/ml
bis 50 ug/ml ENL sank das H,O, von einem deutlich erhéhten Wert (0,011 pmol/ul) in den
Bereich der Negativkontrolle (0,0045 pmol/ul) ab. Die anderen drei Lignane fihrten zu einem
weitestgehend undulierender Verlauf mit Abnahme der H,O,-Konzentration um 18 % bei
50 ug/ml END (0,0038 pmol/pl) und um mehr als 100 % bis 600 % bei = 5 pg/ml SECO
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(0,0022 pmol/pl, 0,0007 pmol/ul und 0,0022 pmol/ul) und 1 pg/ml bzw. 50 ug/ml MATA
(0O pmol/pl und 0,0022 pmol/pl) der Negativkontrolle.

Unter 17@-Estradiol stieg das Wasserstoffperoxid in den Proben um etwa 44 % auf
0,008 pmol/ul und unter Tamoxifen um etwa 30 % auf 0,0064 pmol/ul an.

Die Unterschiede zwischen der Negativkontrolle und den einzelnen Test- und Kontrollsub-

stanzen waren jedoch nicht signifikant.
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Abb. 27: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den oxidativen Stress der HMEC; E2 = 17f3-
Estradiol (1 x 107 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10 mol/l), NK 2 = Medium + Zellen + Ethanol,

1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 1.

Hs 578T
Die H,0O,-Messung erfolgte nur einmalig (n = 1) bei der 14. Passage.
Die Wasserstoffperoxid-Konzentration der unbehandelten Zellen (NK 1) lag im Mittel bei

0,0529 pmol/ul. Der Einfluss der Lignane induzierte in den meisten Konzentrationen eine

leichte Verringerung des oxidativen Stresses um 5 % bis10 % (Abb. 28). Dabei zeigten sich

56



ERGEBNISSE

weitestgehend undulierende Verlaufe des H,0,, lediglich unter MATA lief3 sich eine konzent-

rationsabhangige Reduktion darstellen. Die starkste Wirkung Gbten 5 pg/ml und 10 pg/ml

END sowie 50 pg/ml SECO mit einem Abfall der H,O,-Konzentration um ca. 14 % auf
0,0464 pmol/ul aus.

Unter Einfluss von 17B-Estradiol und Tamoxifen verringert sich die Konzentration von Was-

serstoffperoxid auf im Mittel 0,0491 pmol/ul bzw. 0,0471 pmol/ul.
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Abb. 28: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den oxidativen Stress der Zelllinie Hs 578T; E2
= 17B-Estradiol (1 x 10°° mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10 mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,

1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 1.
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4.4.2 GLUKOSEVERBRAUCH

Zur Beurteilung der Vitalitat der Zellen wurde als wichtiger Marker fur den Zellmetabolismus
die Glukosekonzentration im Medium mittels elektrochemischem Messprinzip nach 24-
stiindiger Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Substraten bestimmt. Uber das Verhaltnis
zur Glukosekonzentration bei unbehandelten Zellen (NK) konnte der relative Glukosever-

brauch der Zellen berechnet werden.

MCF-12A

Die Messung erfolgte 3 Mal (n = 3) mit den Zellen der Passagen 26 bis 28.

Der Mittelwert der Glukosekonzentration des Mediums lag bei etwa 8,0 mmol/l. Bei der NK 1
zeigte sich ein Abfall um etwa 19 % auf ca. 6,7 mmol/l, was einem Glukoseverbrauch von
100 % gleichgesetzt wurde. Unter dem Einfluss der Lignane konnte im Vergleich zu unbe-
handelten Zellen groftenteils ein leicht erhdhter Glukoseverbrauch gemessen werden
(Abb. 29). Die geringste Glukose-Aufnahme zeigte sich unter 1 pg/ml ENL (98 %) und
1 ug/ml SECO (97 %), der grofte hingegen unter 50 ug/ml END (115 %) und = 5 pg/ml MA-
TA (115-118 %). Eine eindeutige konzentrationsabhangige Wirkung lie3 sich bei keinem
Lignan ableiten.

Der Glukoseverbrauch der Zellen unter 17p-Estradiol lag im Bereich der Negativkontrolle
(102 %), unter Tamoxifen war er reduziert (86 %). Keiner der Messreihen unterschied sich

signifikant von der Kontrolle.
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Abb. 29: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den Glukoseverbrauch der Zelllinie MCF-12A
im Vergleich zur Negativkontrolle; E2 = 173-Estradiol (1 x 107 mol/l), Tam = Tamoxifen
(1 x 10* mol/l), NK 1 = Medium + Zellen, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 3.

HMEC

Wie auch die Biochemischen Assays erfolgte die Bestimmung der Glukose-Konzentration

einmalig (n = 1) mit der 5. Passage.

Die Glukosekonzentration im Medium betrug im Mittel 7,9 mmol/l. Bei der Negativkontrolle 2
verringert sie sich um etwa 13 % auf 7,0 mmol/l, zeigte aber eine hohe Standardabweichung.
Letztere wurde einem Verbrauch von 100 % gleichgesetzt. Bei Zugabe der Lignane blieb die
Glukoseaufnahme der Zellen im Bereich der Negativkontrolle (+/-5 %) und zeigte eher undu-
lierende Verlaufe (Abb. 30). Auch unter Einfluss von 17B-Estradiol zeigte sich nahezu kein
Effekt (Mittelwert 99 %). Bei Zugabe von Tamoxifen war die Glukoseaufnahme im Vergleich

zur Negativkontrolle um fast 10 % geringer (Mittelwert 91 %).
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Abb. 30: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den Glukoseverbrauch der HMEC im Vergleich
zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10 mol/l),

NK 2 = Medium + Zellen + Ethanol, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml]; n = 3.

Hs 578T

Die Bestimmung der Glukosekonzentrationen erfolgte drei Mal (n = 3). Hierzu wurden die
Passagen 17—21 verwendet.

Die Glukosekonzentration im Medium lag bei etwa 22,7 mmol/l und nahm bei der NK 1 um
etwa 14 % auf ca. 20 mmol/l ab. Die Negativkontrolle wurde hier ebenfalls einem Verbrauch
von 100 % gleichgesetzt. Der Glukoseverbrauch der Zellen unter Einfluss der Lignane und
des 17B3-Estradiols lag ebenfalls grotenteils nahe der Negativkontrolle (+/-5 %) (Abb. 31).
Der geringste Glukoseverbrauch zeigte sich unter 50 pg/ml ENL (Mittelwert 95 %), der grof3-
te unter 1 pyg/ml END (Mittelwert 107 %) und 1 bzw. 5 yg/ml SECO (Mittelwert 106 % bzw.
109 %, p = 0,024). Der Effekt von ENL und END zeigte andeutungsweise einen konzentrati-
onsabhangigen Verlauf mit einer Abnahme des Glukoseverbrauches bei steigender Konzent-

ration.
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Unter dem Einfluss von Tamoxifen zeigten die Zellen eine um fast 10 % reduzierte Aufnah-

me von Glukose (Mittelwert 91 %), die sich signifikant (p < 0,05) von einem Grof3teil der

Test- und Kontrollsubstanzen (aufer 1 ug/ml und 50 pug/ml ENL) unterschied.
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Abb. 31: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den Glukoseverbrauch der Zelllinie Hs 578T im

Vergleich zur Negativkontrolle; E2 = 17B-Estradiol (1 x 10° mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™ mol/l),

NK 1 = Medium + Zellen, 1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml]; n = 3.
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443 PH-WERT

Die pH-Wert-Bestimmung im zellfreien Uberstand diente ebenfalls der Beurteilung der meta-
bolischen Aktivitat der Zellen. Die Messung beruht auf einer H*-lonen abhangigen Potenzial-

differenz zwischen zwei Bezugs-Elektroden, die sich proportional zum pH-Wert verhalt.

MCF-12A

Die Bestimmung des pH-Wertes erfolgte 4 Mal (n = 4) bei Zellen der 26. bis 40. Passage.

Der Mittelwert des pH-Wertes vom Medium lag bei 7,47, was naherungsweise dem physiolo-
gischen pH des Plasmas im menschlichen Organismus entspricht (Normwert 7,35-7,45)
[101]. Bei der NK 1 sank er erwartungsgemaf durch die bei der Zellproliferation und im Zell-
metabolismus anfallenden sauren Stoffwechselprodukte ab (Mittelwert 7,37). Der Einfluss
von 17B-Estradiol ordnete sich ebenfalls in diesem Bereich ein (Mittelwert 7,35), unter
Tamoxifen anderte sich der pH-Wert kaum (Mittelwert 7,43). Auch hier zeigten die Lignane
einen sehr geringen Einfluss (+/-1 %), die Messreihen keinen signifikanten Unterschied
(Abb. 32). Bei Zugabe der Lignane lagen die meisten pH-Werte etwas niedriger als derjenige
der NK 1. Ein konzentrationsabhangiger Effekt lie sich bei ENL und MATA vermuten. Der
pH sank von 7,4 bei 1 ug/ml auf 7,33 bei 50 yg/ml ENL ab. Bei MATA zeigte sich ein Abfall
von 7,34 bei 1 yg/ml auf 7,30 bei 50 ug/ml. END und SECO fiihrten zu einem undulierenden

Verlauf mit Mittelwerten zwischen 7,35 und 7,36.
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Abb. 32: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den pH-Wert im Uberstand der Linie MCF-12A;
E2 = 17B-Estradiol (1 x 107 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™ mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,

1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 4.

HMEC

Der pH-Wert wurde einmalig (n = 1) bei der 5. Passage bestimmt.

Der pH-Wert des Mediums betrug im Mittel 7,77 und sank bei der NK 2 auf etwa 7,66 ab.
Unter Einfluss der Lignane anderte sich der pH-Wert im Vergleich zu Negativkontrolle kaum
(+/-1 %) (Abb. 33). ENL und END reduzierten den pH-Wert am starksten mit einem Minimum
von 7,6 bei 10 ug/ml END und von 7,62 bei 5 ug/ml ENL. Bei MATA zeigte sich ein undulie-
render Verlauf mit fallendem pH bei 5 pg/ml und 10 pyg/ml (7,63) und steigendem pH bei
1 pg/ml (7,66) und 50 pg/ml (7,68). Unter SECO verhielt es sich umgekehrt mit einem hoéhe-
rem pH bei 5 ug/ml und 10 pg/ml (7,69 und 7,69) und niedrigerem pH bei 1 pg/ml und
50 ug/ml (7,66 bzw. 7,67).

Unter dem Einfluss von Tamoxifen stieg der pH im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls leicht an
(Mittelwert 7,7), unter 17B-Estradiol sank er minimal ab (Mittelwert 7,65).
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Abb. 33: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den pH-Wert im Uberstand der HMEC; E2 =
17B-Estradiol (1 x 10 mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10™* mol/l), NK 2 = Medium + Zellen + Ethanol,

1-50 = Substanzkonzentration [ug/mi]; n = 1.

Hs 578T

Die pH-Wert-Bestimmung wurde 3 Mal (n = 3) bei den Passagen 17 bis 21 durchgefihrt.

Der pH-Wert des Mediums lag bei etwa 8,48. Unter dem Einfluss von Tamoxifen veranderte
er sich kaum (Mittelwert 8,5). Bei der Negativkontrolle 1 ohne Substrate (Mittelwert 8,43) und
unter 17B-Estradiol (Mittelwert 8,38) sank er leicht ab. ENL und END zeigten eine geringe,
mdglicherweise konzentrationsabhangige Wirkung, mit steigendem pH von 8,43 bis 8,46
unter 1 pg/ml bis 50 pg/ml ENL und von 8,41 bis 8,42 unter 1ug/ml bis 50 ug/ml END. SECO
und MATA induzierten einen etwas starkeren Effekt und einen undulierenden Verlauf, der pH
fiel auf ein Minimum von 8,36 bei 10 ug/ml SECO und auf 8,37 bei 10 yg/ml MATA ab
(Abb. 34). Keiner der Unterschiede war signifikant.
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Abb. 34: Einfluss der Test- und Kontrollsubstanzen auf den pH-Wert im Uberstand der Linie Hs 578T;
E2 = 17B-Estradiol (1 x 10°° mol/l), Tam = Tamoxifen (1 x 10 mol/l), NK 1 = Medium + Zellen,

1-50 = Substanzkonzentration [ug/ml]; n = 3.
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V. DISKUSSION

Lebensstil und Ernédhrungsgewohnheiten sind aufgrund der weltweit erheblichen geographi-
schen Unterschiede in der Inzidenz und Mortalitdt des Mammakarzinoms in den Fokus zahl-
reicher Forschungsgruppen gerlckt. Insbesondere den Phytoestrogenen aus Soja wird ein
entscheidender Einfluss auf das vergleichsweise niedrige Brustkrebsrisiko in asiatischen
Landern beigemessen. Den groften Anteil an Phytoestrogenen in der westlichen Ernah-
rungsweise machen Lignane aus. Hauptquelle hierfur sind Leinsamen. Die Leinpflanze ist in
unseren Breitengraden heimisch und gut kultivierbar, sie stellt also theoretisch eine Art Pen-

dant zur Isoflavon-reichen Sojapflanze dar.

Der Einfluss von Lignanen auf Brustkrebszellen sowie deren mdglichen Nutzen fir die Pra-
vention und Therapie dieser Erkrankung wird daher unter anderem vom Forschungslabor der
Universitatsfrauenklinik Rostock seit Jahren untersucht [70, 73, 78, 201, 255, 266, 277, 290].
Mit Extrakten aus verschiedenen Pflanzenteilen bzw. mit unterschiedlichen Altersstufen und
Extraktionsmethoden der Leinpflanze Linum usitatissimum wurden in-vitro-Versuche an be-
nignen [290] und malignen [70, 73, 78, 201, 255, 266, 277, 290] Zellen der Mamma durchge-
fuhrt. Insgesamt zeigten sich in den meisten Arbeiten unabhangig vom Hormonrezeptorsta-
tus vor allem bei hohen Extraktkonzentrationen antiproliferative und zytotoxische Effekte auf
Mammakarzinomzellen [70, 201, 255, 266, 277, 290]. Bei niedrigen Extraktkonzentrationen
oder ER-positiven Zellen konnten jedoch zum Teil auch proliferative Wirkungen beobachtet
werden [70, 277, 290]. Die bisherigen Ergebnisse sind auf wenige Zellreihen und einzelne

Lignane bzw. Extrakt-Gemische begrenzt und lassen keine finale Beurteilung zu.

Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden welchen Einfluss verschiedene isolierte Lignane
auf unterschiedlich veranderte Mamma- und Mammakarzinomzellen ausiiben. Gleichzeitig
sollte die Wirkung in Abhangigkeit der Expression von Estrogenrezeptoren durch die ver-
schiedenen Zellen betrachtet werden. Das Ubergeordnete Ziel dahinter ist, die bisherige Stu-
dienlage um Erkenntnisse zu erweitern, um in Zukunft Leinsamen oder auch einzelne Ligna-
ne praventiv oder therapeutisch flir das Mammakarzinom generell bzw. spezifische Typen

dieses vielseitigen Karzinoms einsetzen zu kdnnen.

Hierzu wahlten wir zwei in der Nahrung haufig vorkommende pflanzliche Lignane Secoisola-
riciresinol und Matairesinol sowie die beiden Sauger-Lignane Enterolacton und Enterodiol
aus. Diese wurden in-vitro zum einen auf eine gutartig veranderte Mammazelllinie
(MCF-12A), unveranderte primare Zellen der Mamma (HMEC) und eine maligne Zelllinie

eines Mammakarzinoms (Hs 578T) mit unterschiedlicher Hormonrezeptor-Expression gege-
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ben. Dabei wurde die Wirkung der Lignane anhand dessen Einfluss auf die Zellproliferation,
Zytotoxizitat und oxidativen Stress sowie anhand verschiedener Stoffwechselparameter un-
tersucht und untereinander sowie mit der Wirkung des naturlichen Estrogens 173-Estradiol
und des SERMs Tamoxifen verglichen. Die Ergebnisse werden im Folgenden zusammenge-
fasst und im Zusammenhang mit der aktuellen Literatur diskutiert, neue Aspekte angerissen

sowie mogliche Ursachen flir Fehler und Widerspriiche herausgearbeitet.

5.1 IMMUNHISTOCHEMIE

Der Hormonrezeptorstatus eines Mammakarzinoms hat in der Klinik eine entscheidende Be-
deutung fir dessen Therapiekonzept und die Prognose. Die Expression von Estrogenrezep-
toren bietet die Mdglichkeit einer antihormonellen Therapie [68] und ist verglichen mit den
Hormonrezeptor-negativen Mammakarzinomen weitestgehend unabhangig von anderen
demographischen oder tumorspezifischen Charakteristika mit einer geringeren Mortalitat

assoziiert [72].

Da die Expression der Estrogen- und Progesteronrezeptoren eine entscheidende Grundlage
fur die Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit darstellt wurden die drei Zelllinien mit Hilfe
der immunhistochemischen Untersuchung erneut auf die Expression der Estrogenrezepto-

ren a und B sowie des Progesteronrezeptors Utberpruft.

Die Zelllinie MCF-12A und die Primarkultur der HMEC wiesen den von der Zellbank ausge-
wiesenen positiven Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus auf. Bei der malignen Zelllinie
Hs 578T blieb wie zu erwarten die immunhistochemische Farbung des ERa und des PR aus.
Beim Nachweis des ERB hingegen zeigte sich eine starke rote Farbreaktion. Da auch ande-
ren Studien [123, 238, 299] einen positiven immunhistochemischen Nachweis des Rezeptors
bei der Linie Hs 578T beschrieben, wurde bei der Interpretation der Ergebnisse in dieser
Arbeit entgegen der Ausschreibung der Zellbank der ATCC von einer Expression des ER(
ausgegangen. Interessanterweise werden Tumoren dieses Zelltyps in der klinischen Diag-
nostik im Rahmen der molekularen Charakterisierung aufgrund der fehlenden Expression der
a-Isoform des Estrogenrezeptors sowie negativem Progesteron- und HER2-Status den triple

negativen Mammakarzinomen zugeordnet [150].
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5.2 EINFLUSS DER LIGNANE AUF ZYTOTOXIZITAT, ZELLPROLIFERATION, OXIDATIVEN STRESS
UND ZELLSTOFFWECHSEL IN-VITRO

Zahlreiche Studien beschaftigten sich mit der Wirkung von lignanhaltigen Extrakten der Lein-
pflanze auf hormonabhangige Tumore [70, 89, 108, 201, 255, 266, 277, 290]. Unter dem
Einfluss von hohen Extrakt-Konzentrationen konnten sowohl auf Hormonrezeptor-positive als
auch -negative Mammakarzinomzellen antitumorigene Effekte des Leins festgestellt werden,
bei niedrigen Extraktkonzentrationen zum Teil jedoch auch gegenteilige [70, 89, 201, 255,
266, 277, 290].

Pflanzenextrakte stellen ein Vielstoffgemisch aus zahlreichen unterschiedlichen Substanzen
dar. In Wurzel-Extrakten der Leinpflanze Linum usitatissimum konnten beispielsweise Lipide,
Kohlenhydrate, Isoprenoide sowie Polyphenole und je nach Extraktionsmethode (z. B. nach
Luyengi et al.) in methanolischen Extrakten etwa 1,9-2,4 % Lignane nachgewiesen werden.
Etwa 17,8-22,8 % dieser Extrakte stellten freie gesattigte und ungesattigte Fettsauren dar
[73, 266]. In Leinsamen sind etwa 3-3,8 mg/g Lignane (entspricht 0,3-0,38 %), vorwiegend
SDG, und mehr als 30 % Fette [20, 30] enthalten [178, 269]. Mit einem Anteil von etwa 50 %
der freien Fettsduren ist in Leinsamen bzw. dessen Ol die a-Linolensdure (ALA) zu finden
[20, 30, 223]. Diese mehrfach ungesattigte Q-3-Fettsdure konnte in einigen Studien sowonhl
bei Hormonrezeptor-positiven als auch -negativen Mammakarzinomzellen in-vitro die Prolife-
ration hemmen und Apoptose induzieren [133, 291] sowie in-vivo in Ratten und Mausen bei
ALA-angereicherter Diat die Inzidenz und das Wachstum von induzierten Mammakarzino-
men senken [125, 165, 279]. Nach einem Review von Liu et al. haben auch zahlreiche epi-
demiologische Studien vielversprechende antitumorigene Effekte von Q-3-Fettsduren gezeigt
[159].

Um den Anteil der Lignan-Wirkung unabhangig von weiteren Komponenten zu beurteilen
wurde in dieser Arbeit der Einfluss einzelner Lignane auf Mamma- und Mammakarzinomzel-

len genauer untersucht.

5.2.1 ZYTOTOXISCHE WIRKUNG DER LIGNANE IN-VITRO

Auf die benigne Zelllinie MCF-12A und die Primarkultur der HMEC zeigte keines der vier
Lignane in den verwendeten Konzentrationen eine signifikante zytotoxische Wirkung. Vor

allem bei der Zelllinie MCF-12A traten eher gegenteilige Effekte auf.

Auf die ERa-negative und ERB-positive Zelllinie Hs 578T dagegen wirkten die Lignane, aus-
genommen von Enterodiol, zytotoxisch, unterschieden sich aber nur bei 1 ug/ml Matairesinol

(Median 33 %) signifikant von der Negativkontrolle. Enterodiol zeigte mit steigender Konzent-
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ration eine Verringerung der zytotoxischen Wirkung im Vergleich zur Negativkontrolle (-6,2 %
bis -45,7 %), die bei den Konzentrationen 5 pg/ml und 10 pg/ml signifikant war. Unter dem

Einfluss der Gbrigen Lignane zeigte sich ein eher undulierender Verlauf.

Die Studienlage der Wirkung von isolierten Lignane ist bisher begrenzt. Theil et al. konnten
im Jahr 2011 eine geringe (< 5 %) zytotoxische Wirkung von Secoisolariciresinol bei der ER-
und PR-positiven Zelllinie MCF-7 bei 50 pyg/ml und bei der ER- und PR-negativen Zelllinie
Linie BT20 bei 5 ug/ml feststellen [266]. Dass Lignane auf Estrogenrezeptor-negative Zellen
signifikant zellschadigend wirken kénnen wird ER-unabhangigen Mechanismen zugeschrie-
ben (siehe Kapitel 1.5.1.4). Bei der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien muss als zweiter
ursachlicher Punkt der ER diskutiert werden (siehe Kapitel 5.5).

5.2.2 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DIE ZELLPROLIFERATION IN-VITRO

In absteigender Reihenfolge zeigten Enterolacton, Enterodiol und Matairesinol konzentrati-
onsabhangig deutliche signifikant antiproliferative Effekte auf die Hormonrezeptor-positive
Zelllinie MCF-12A. Unter dem Einfluss von Secoisolariciresinol kam es nur bei einer Kon-
zentration von 1 pg/ml zu einer leichten signifikanten Hemmung der Zellproliferation. In vo-
rangegangenen Studien konnte bei Versuchen mit Leinwurzel-Extrakten und anderen lign-
anhaltigen Pflanzenextrakten wie der Petersilienwurzel eine Hemmung der DNA-Synthese
durch Lignane auch bei gutartigen Zellen der Mamma (MCF-10A, HMEC, MCF-12A) gezeigt
werden [237, 290]. Fur einzelne Lignane gibt es zu diesem Aspekt bisher kaum Untersu-
chungen. Unter dem Einfluss des isolierten Lignans Pinoresinol kam es bei der ER-negativen
benignen Mammaepithelzelllinie MCF-10A zu einer signifikanten Zellproliferationshemmung
bei Konzentrationen zwischen 0,01 und 10 uM, wahrend es bei 100 yM zu einer deutlichen

Proliferationssteigerung kam [161].

Auf die maligne Zelllinie Hs 578T zeigten alle vier Lignane in der gleichen Reihenfolge mit
steigender Konzentration eine signifikante Reduktion der Zellproliferation, die teilweise star-
ker ausgepragt war als bei der Zelllinie MCF-12A, jedoch auch eine groRere Spannweite
aufwies. Auch hier sind als Ursache mdéglicherweise ER-unabhangigen Mechanismen (siehe
Kapitel 1.5.1.4) und / oder die isolierte Expression des ERp (siehe Kapitel 5.5) von Bedeu-
tung.

Die starke proliferationshemmende Wirkung der Enterolignane auf Mammakarzinomzellen
bestatigt die bisherigen Erkenntnisse aus der Literatur [1, 266, 284]. Abarzua et al. wiesen im

BrdU-Test ebenfalls eine deutlich starkere Inhibition des Zellwachstums durch die Lignane
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Enterolacton und Enterodiol als durch deren pflanzliche Vorlaufer Secosiolariciresinol und
Matairesinol bei der ER-positiven malignen Mammakarzinomzelllinie MCF-7 sowie der ER-
negativen bdsartigen Mammazelllinie BT-20 nach [1]. Auch die Konzentrationsabhangigkeit
der Lignanwirkung dieser Arbeit findet sich in der Literatur wieder [1, 284]. Insbesondere ho-
he Enterolignan-Konzentrationen > 50-100 uM zeigten bei der Zelllinie MCF-7 sowie den
ER-negativen Linien BT-20 und MDA-MB-231 eine Inhibition der Zellteilung, wahrend niedri-
gere Konzentrationen bei der ER-positiven Zelllinie MCF-7 teilweise proliferationssteigernde
Effekte auslosten [1, 284]. In meiner Arbeit konnten die ,biphasischen Effekte“ [284] der Lig-
nane bei Hormonrezeptor-positiven Zellen jedoch nicht bestatigt werden.

Unser Ergebnis, dass Lignane auf Brustkrebs-Zellen zwar nicht zytotoxisch, aber deutlich
proliferationshemmend wirken, korreliert mit den Beobachtungen anderer Arbeiten an den
Zelllinien MCF-7 und BT-20 [266]. Theil beobachtete in-vitro unter 10 ug/ml und 50 pg/ml
Secoisolariciresinol eine signifikante Suppression der Proliferation von MCF-7-Zellen auf
76 % bzw. 68 % im Vergleich zur Kontrollgruppe, bei BT-20-Zellen war die Reduktion der
Proliferation auf etwa 91 % unter 1 pg/ml, 5 pyg/ml, 10 yg/ml und auf 73 % unter 50 pug/ml
signifikant. Die Zytotoxizitat lag dabei stets unter 5 %. Dies sei méglicherweise auf eine Be-

einflussung verschiedener Mechanismen der DNA-Synthese zurtickzufiihren [266].

Im Gegensatz zu meiner Arbeit war bei Abarzua et al. und Theil jedoch die Proliferations-
hemmung bei den ER-negativen Zellen geringer ausgepragt als bei Hormonrezeptor-
positiven [1, 266]. Eine Proliferationssteigerung konnte von Theil bei niedrigen Konzentratio-

nen aber ebenfalls nicht beobachtet werden [266].

Der Einfluss der Lignane auf die Proliferation der Primarkultur der HMEC war insgesamt
deutlich geringer ausgepragt als bei der benignen und malignen immortalisierten Zelllinie.
Den groiten Effekt zeigte ebenfalls Enterolacton mit einer leichten nicht-signifikanten Hem-
mung um 16 % im Vergleich zur Negativkontrolle. Die anderen Lignane zeigten in héheren
Konzentrationen ebenfalls antiproliferative Effekte zwischen 10 % und 15 %. Bei Matairesinol
in der geringsten Konzentration kam es dagegen zu einer leichten, nicht-signifikanten Zu-
nahme der Zellproliferation. Zum Vergleich liegen hier lediglich Studien mit lignanhaltigen
Extrakten vor. Weu-Domschke beispielsweise wies in-vitro deutliche antiproliferative Effekte
verschiedener Leinwurzel-Extrakte auf HMEC in allen getesteten Konzentrationen (50—
1000 pg/ml) nach [290]. Der deutliche Unterschied des Ausmales der Proliferationshem-
mung kénnte durch die zahlreichen weiteren Substanzen in den Extrakten erklart werden, die

in einer weitaus hoheren Konzentration vorkommen als die Lignane selbst.
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5.2.3 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN OXIDATIVEN STRESS UND ZELLSTOFFWECHSEL IN-VITRO

5.2.3.1 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN OXIDATIVEN STRESS DER ZELLEN

Sowohl bei der Initiation als auch bei der Promotion und Progression der Karzinogenese wird
oxidativem Stress eine wichtige Rolle zugeschrieben [222]. ROS wie H,0O, sind Zwischen-
produkte des physiologischen aeroben Zellstoffwechsels. Bei Ungleichgewicht von oxidativer
und antioxidativer Kapazitat der Zelle kdnnen ROS die DNA direkt durch Initiation von
Strangbriichen oder Punktmutationen schadigen sowie Transkriptionsfaktoren wie NF-kB
und AP-1 und damit Wachstums-, Zellzyklus-, Apoptose- und Angiogenese-Regulatoren akit-
vieren [222]. 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine, eines der vorrangig bei oxidativem Stress enste-
henden DNA-Produkte, konnte bei invasiven Brustkrebszellen in einer um ein Vielfaches
hdéheren Konzentration als in normalem Gewebe der gleichen Person gefunden werden
[168].

Die H,O,-Konzentration der Negativkontrolle der Zelllinie Hs 578T lag leicht Gber dem der
Zelllinie MCF-12A und deutlich Gber dem Niveau der Primarkultur der HMEC. Auch in der
Literatur wird beschrieben, dass Tumorzellen in-vitro deutlich mehr ROS produzieren als
unveranderte Zellen [259]. Unter Einfluss der Lignane nahm der oxidative Stress in meinen
Veruchsreihen bei der Linie Hs 578T insgesamt leicht um 5-10 % ab, bei Enterodiol und Se-
coisolariciresinol zum Teil um bis zu 14 %. Die Wasserstoffperoxid-Konzentration schien bei
hohen Lignan-Konzentrationen passend zur starken Hemmung der Zellproliferation tenden-
ziell abzunehmen, der Verlauf war aber gréitenteils undulierend. Jedoch beeintrachtigen die
grolte Spannweite der beiden Werte der Negativkontrolle sowie die einmalige Messung der

Konzentration unter den Lignanen die finale Aussagekraft der Ergebnisse.

Der Einfluss der vier Lignane auf die Wasserstoffperoxid-Konzentration der Zelllinie
MCF-12A war insgesamt nur sehr gering (+/-5 %) und nicht signifikant ausgepragt. Unter
Enterolacton nahm sie mit steigenden Substanzkonzentrationen leicht ab, unter 50 pg/ml
Enterolacton zeigte sich der starkste Effekt (-5 %). Auch bei Enterodiol und Matairesinol

zeigten sich grotenteils leicht erniedrigte H,O,-Mengen, aber eher undulierende Verlaufe.

Das Niveau des oxidativen Stresses der Primarkultur der HMEC lag insgesamt deutlich un-
terhalb der beiden anderen Zelllinien (bei <1/5). Als Ursache hierflir kommen einerseits die
aufgrund der begrenzten Kultivierbarkeit und Kostenintensivitdit um 1/3 geringere Zellzahl
und damit weniger stoffwechselaktive Zellen, andererseits die weitestgehend erhaltene

Stoffwechselaktivitat der Zellen dieser Primarkultur sowie das in der Literatur beschriebene
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niedrigere Niveau von oxidativem Stress in unveranderten Zellen [168, 259] in Betracht. Die
Lignane hatten auf die Primarkultur zudem einen deutlich starkeren Einfluss als auf die ande-
ren beiden Zelllinien. Ahnlich wie bei der Zelllinie MCF-12A zeigte sich bei der Primarkultur
der HMEC passend zur antiproliferativen Wirkung von Enterolacton eine leichte konzentrati-
onsabhangige Reduktion der Wasserstoffperoxid-Konzentration, jedoch nicht unterhalb der
Negativkontrolle. Unter Einfluss der anderen drei Lignane zeigten sich undulierende Verlaufe
mit einer zum Teil 2- bis 6-fachen Reduktion des oxidativen Stresses im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle, insbesondere bei Secoisolaricireinsol und Matairesinol. Eine mdgliche kar-
zinoprotektive Wirkung der Lignane auf unveranderte Zellen wird hier besonders deutlich, die

Aussagekraft dieser Werte ist jedoch bei einer nur einmaligen Messung eingeschrankt.

Niemeyer et al. untersuchten in ihrer Studie das antioxidative Potenzial der vier auch in die-
ser Arbeit getesteten Lignane. Mittels sog. Ferric Reducing / Antioxidant Power Assay (FRAP
Assay) kamen sie zu dem Ergebnis, dass Secoisolariciresinol und Matairesinol in den Kon-
zentrationen 50—400 pmol/l eine deutlich gréRere antioxidative Kapazitat als die Sauger-
Lignane Enterodiol und Enterolacton in den Konzentrationen 1000-2000 pmol/l aufweisen.
Dies wurde auf die zusatzliche Methylgruppe der pflanzlichen Vertreter zurtickgeflhrt [197]
und korreliert mit den Ergebnissen der Primarkultur der HMEC in dieser Arbeit. Eine weitere
Untersuchung, die diese Fragestellung an den Substanzen SDG, Enterolacton und Enterodi-
ol untersuchte, stellte mittels verschiedener anderer in-vitro-Methoden (z. B. ammonium thio-
cyanate assay und deoxyribose assay) fest, dass ENL und END in den Konzentrationen
10 ymol/l und v. A. 100 umol/l ein hdheres antioxidatives und damit antikarzinogenes Poten-
zial als SDG besitzen [135]. Dies kénnte unter anderem mit der Glykosylierung und fehlen-
den phenolischen Hydroxylgruppen des SDG zusammenhangen, die als Radikalfanger fun-
gieren [135]. Prasad kam mit einer anderen Methode (chemiluminescence of zymosan-
activated polymorphonuclear leukocytes PMNL-CL) zu ahnlichen Ergebnissen: In einer Kon-
zentration von 2500 pg/ml fuhrten END > SECO > ENL > SDG zu einer Reduktion von ROS
[214].

5.2.3.2 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN GLUKOSEVERBRAUCH DER ZELLEN

Der Glukose-Verbrauch der Zellen liefert einen Hinweis auf die metabolische Aktivitdt und
damit Vitalitdt der unterschiedlichen Zelllinien unter dem Einfluss der Lignane. Die Glykolyse
findet in allen Zellen des menschlichen Organismus statt und ist fir den Abbau von Glukose
zu Pyruvat und Energie zustandig. Bei Anwesenheit von Sauerstoff wird Pyruvat in der Regel
im Rahmen der aeroben Glykolyse Uber den Zitrat-Zyklus und die oxidative Phosphorylie-

rung zu Energie in Form von ATP umgewandelt. In den 1920er Jahren fanden Warburg et al.

72



DISKUSSION

heraus, dass Tumor-Zellen neben einer vermehrten Glukose-Aufnahme die besondere Ei-
genschaft besitzen das Pyruvat auch trotz eines hohen Sauerstoffangebotes mittels anaero-
ber Glykolyse zu Lactat zu verstoffwechseln (,Warburg-Effekt*). Dieser energetisch weniger
effektive Abbaumechanismus flhrt unter anderem zu einer Veranderung der Mikroumgebung
des Tumors sowie zu Zwischenmetaboliten flir andere anabole Stoffwechsel-Reaktionen der
Tumoren, welche z. B. die Zellproliferation fordern und die Tumorinvasion erleichtern kénnen
[140].

Die Glukosekonzentration in den jeweiligen Nahrmedien nahm bei den Negativkontrollen
durch den Zellstoffwechsel erwartungsgemaf bei allen Zelllinien ab. Im Zuge der starken
Proliferationshemmung wurde daher bei den Zellen der Linie MCF-12A und Hs 578T bei
steigender Konzentration der Lignane eine deutliche Verringerung des Glukoseverbrauchs
im Vergleich zur Kontrolle erwartet. In Studien konnte zudem festgestellt werden, dass ande-
re sekundare Pflanzenstoffe wie beispielsweise Quercetin (10—100 pM), ein Polyphenol aus
der Gruppe der Flavonoide, in-vitro ER-unabhangig die Glukose-Aufnahme in ER-positiven
und -negativen Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MDA-MB-231) hemmen kdénnen. Kom-
pensatorisch kam es zu einer Hochregulation der Expression des Glukose-Transporters
GLUT1 [186]. Eine weitere Studie zeigte dass das Flavonoid Silybin bzw. dessen Derivat
Dehydrosilybin (0-60 pM) in-vitro bei Adipozyten (3T3-L1) und Ovarialzellen Chinesischer
Hamster (CHO) die Aufnahme von Glukose ber den GLUT-4 kompetitiv hemmen konnten
[306]. Diese Zusammenhange lieRen sich aus den gemessenen Glukose-Konzentrationen
der Zelllinien jedoch nicht ableiten, da die Unterschiede zur Negativkontrolle minimal und die
Streuweite der Ergebnisse grol waren. Auch bei der Primarkultur der HMEC liel3en sich kei-
ne eindeutigen Abweichungen von der Glukosekonzentration der Negativkontrolle oder kon-
zentrationsabhangige Verlaufe der einzelnen Lignane feststellen. Die isolierten Lignane
scheinen sich in den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen nicht signifikant auf den

Zellmetabolismus auszuwirken.

5.2.3.3 EINFLUSS DER LIGNANE AUF DEN PH-WERT DER ZELLEN

Der pH-Wert dient ebenfalls als Marker fir die metabolische Aktivitat der Zellen. Bei der zur
Proliferation der Tumorzellen notwendigen Energiegewinnung fallt durch die anaerobe Gly-
kolyse Laktat an (siehe Kapitel 5.2.3.2) und flhrt zu einer Absenkung des pH-Wertes im ext-
razellularen Milieu. Neben Vorteilen flir das Tumorwachstum [140] kann die veranderte
Mikroumgebung der Zellen den Zugang und die Sensitivitat fir Pharmaka in Abhangigkeit
von deren jeweiligen chemischen Eigenschaften positiv oder negativ beeinflussen. Schwach

basische Substanzen wie Doxorubicin aus der Gruppe der Anthracycline werden bei dieser
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Umgebung beispielsweise protoniert und deren Aufnahme in die Tumorzellen infolge der

abnehmenden Membranpermeabilitdt verringert [274].

Infolge der starken konzentrationsabhangigen Proliferationshemmung der Zelllinien
MCF-12A und Hs 578T durch die Lignane musste es mit steigender Konzentration zu einer
Abnahme der Glukoseverwertung und damit Annaherung des pH an die Negativkontrolle
kommen.

Bei Betrachtung des pH-Wertes zeigte sich bei Zugabe der Lignane jedoch bei keiner der
Zelllinien ein deutlicher Einfluss. Der pH-Wert bei der malignen Zelllinie Hs 578T lag durch
den hohen pH des Mediums generell iber demjenigen der anderen beiden Zelllinien und die
Veranderungen lagen stets nahe der Negativkontrolle. Ein Vergleich der Ergebnisse der iso-

lierten Lignane ist aufgrund der mangeinden Datenlage in der Literatur nicht moglich.
5.3 EINFLUSS VON 17B-ESTRADIOL

17B-Estradiol stellt die biologisch aktivste Form der Estrogene im menschlichen Organismus
dar [8]. Uber Estrogenrezeptor-abhéngige und -unabhangige Mechanismen vermitteln Estro-
gene zahlreiche sexualspezifische und -unspezifische Wirkungen und spielen eine zentrale
Rolle bei der Initiation, Promotion und Progression von Brustkrebs (siehe Kapitel 1.3.3). Je
nach Zyklusphase produzieren nicht-schwangere Frauen vor der Menopause pramenstrual
taglich 50 ug bis 70 ug Estradiol und praovulatorisch 200 ug bis 400 ug Estradiol. In der
Postmenopause dagegen sinkt die Produktion auf 5 ug bis 25 ug pro Tag ab. Dabei entste-
hen im Serum Konzentrationen von 40 bis 500 pg/ml bei pramenopausalen und < 20 pg/ml
bei postmenopausalen Frauen [98]. Waaseth et al. stellten fest, dass die Plasma-Estradiol-
und FSH-Konzentration bei Frauen, die eine systemische HET einnahmen, mit dem Level
von pramenopausalen Frauen vergleichbar waren [283]. In dieser Arbeit wurde 17p-Estradiol
in einer Konzentration von 1 x 107 mol/l zu den Zellen gegeben, was unter Beriicksichtigung
der Verdiinnung von 1:100 (1 x 10 mol/l) auf den Platten umgerechnet etwa 272,5 pg/ml
entspricht. Es handelt sich dabei also theoretisch um einen Wert, der durchschnittlich im Zyk-

lus von pramenopausalen Frauen erreicht wird.

Im LDH-Test zeigte 17B-Estradiol in der verwendeten Konzentration auf die Zellen der Linie
MCF-12A und die HMEC keine, auf die maligne Zelllinie Hs 578T eine leichte, signifikant
zellschadigende Wirkung (Median 7,8 %). Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Weu-
Domschke, die in der gleichen Konzentration keine bzw. geringe nicht-signifikante zytotoxi-
sche Effekte durch Estradiol bei den ER-positiven Zelllinien MCF-7 und -12A sowie bei den
Hormonrezeptor-negativen Linien MCF-10A und BT-20 beschrieb [290].
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17B-Estradiol fiihrte zudem in der verwendeten Konzentration bei keiner der drei Zelllinien zu
signifikant proliferationsfordernden Effekten im Vergleich zur Negativkontrolle. Vielmehr
konnte im BrdU-Test bei Zugabe von 173-Estradiol bei der benignen Zelllinie MCF-12A eine
leichte nicht-signifikante und bei der malignen Zelllinie Hs 578T eine etwas starkere, signifi-
kante Reduktion der Zellproliferation nachgewiesen werden (Median 94 % bzw. 80 %). Dies
bestatigt friihere Ergebnisse, die eine antiproliferative Wirkung von Estradiol in hohen Kon-
zentrationen (1 x 107 M bzw. = 1 x 10° M) auf MCF-7-Zellen beschrieben [239, 287]. Neben
einer Hemmung der ERa-vermittelten Proliferation durch den von allen Zelllinien exprimierten
ERB kommt auch das Vorhandensein von ER-unabhangigen Mechanismen in Betracht. Pas-
send zu Letzterem konnte bei der vorangegangenen Untersuchung von Weu-Domschke so-
wohl bei benignen (MCF-10A und MCF-12A) als auch malignen Mammazellen (MCF-7 und
BT-20), unabhangig von Rezeptorstatus und Dignitat, ein ahnlicher Einfluss mit maRigen
aber signifikant-antiproliferativen Effekten von 173-Estradiol beobachtet und auf eine begin-
nende antiproliferative und zytotoxische Wirkung des Estradiols bei dieser relativ hohen
Konzentration zurtickgefiihrt werden [290].

Bei der ER- und PR-Rezeptor-positiven Primarkultur der HMEC dagegen hatte 173-Estradiol
nahezu keinen Effekt auf die Zellproliferation (Median 100 %). Bei Weu-Domschke hingegen
traten bei den HMEC Uberwiegen proliferative Effekte auf (Median 136 %) [290]. Eine ein-
deutige Interpretation ist bei der kleinen Anzahl an Ansatzen der beiden Arbeiten (n = 8)
nicht moglich. Bei einer in-vitro-Studie mit Proben normalen unveranderten Brustgewebes
konnte jedoch festgestellt werden, dass die ER-exprimierenden Zellen unter Estradiol-
Einfluss nicht generell proliferieren, sondern vielmehr als Sensor fur Estrogene dienen und
Uber einen parakrinen Mechanismus proliferationssteigernd auf die umgebenden Zellen wir-
ken [51].

Bei Betrachtung der Stoffwechselparameter der Zellen fiihrte 17p-Estradiol insgesamt zu
sehr geringen, nicht-signifikanten Verdnderungen. Es kam bei allen drei Zelllinien zur leich-
ten Abnahme der Glukosekonzentration im Medium, zum Teil unterhalb der Negativkontrolle,
sowie zu einer leichten Abnahme des pH-Wertes. Dies kdnnte zu einer geringen Proliferati-
onszunahme und infolgedessen einem erhéhten Energieverbrauch der Zellen passen. Ri-
venzon-Segal et al. stellten fest, dass es zudem durch Einfluss von Estrogenen bei MCF-7-
Zellen in-vitro zu einer verstarkten Expression des Glukosetransporters 1 (GLUT-1) und
dadurch zu einer verstarkten Glykolyse mit konsekutiv erhéhtem Glukosebrauch der Zellen
kommen kann [226].

Der oxidative Stress hingegen nahm bei den Zelllinien MCF-12A und den HMEC minimal zu,
bei der Zelllinie Hs 578T minimal ab. In der Literatur findet sich passend dazu bei der ER-

positiven Linie MCF-7 unter Einfluss von Estradiol eine deutlich héhere Sensitivitat fir indu-
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zierten oxidativen Stress, bei der ER-negativen Linie MDA-MB-231 hingegen nicht. Die er-
hdhte Sensitivitat fir DNA-Schaden durch oxidativen Stress unter Estradiol-Einfluss wird
unter anderem einer ER-vermittelten Modulation von antioxidativen Enzymen, beispielsweise

der Katalase oder Glutathion, zugeschrieben [182].

Im Vergleich zu den Lignanen zeigte sich bei 173-Estradiol in Bezug auf die Zytotoxizitat
Uberwiegend kein signifikanter Unterschied. Bei der Zelllinie MCF-12A war der hemmende
Einfluss auf die Zellproliferation von ENL, END und MATA, bei Hs 578T auch von SECO in
hohen Konzentrationen signifikant starker ausgepragt als derjenige des Estradiols, was die

Idee eines moglichen praventiven bzw. therapeutischen Effekt von Lignanen stitzt.

54 EINFLUSS VON TAMOXIFEN

Tamoxifen wird als selektiver Estrogenrezeptor Modulator im Rahmen einer antihormonellen
Therapie bei Estrogen- und / oder Progesteronrezeptor-positivem Brustkrebs in allen Stadien
der Erkrankung als fester Therapiebestandteil eingesetzt. In der Regel wird Tamoxifen pra-
menopausal fur mindestens funf Jahre mit einer taglichen Dosis von 20 mg eingenommen
[68]. Insbesondere von dem Cytochrom-P450-Enzym CYP 2D6, das einen wichtigen Schritt
im Tamoxifen-Stoffwechsel katalysiert, sind zahlreiche genetische Polymorphismen bekannt,
die zu stark abweichenden Enzymaktivitaten fihren. Aufgrund der interindividuellen geneti-
schen Enzymausstattung unterscheiden sich die Plasmakonzentrationen von Tamoxifen und
seinen aktiven Metaboliten von Patientin zu Patientin erheblich [31, 235]. Da die entstehen-
den Metaboliten des Tamoxifens eine vielfach (> 100-fach) héhere Affinitdt zum Estrogenre-
zeptor besitzen als Tamoxifen selbst, wird vor allem durch Endoxifen, das in tber sechsfach
hoheren Plasmakonzentrationen vorkommt als 4-Hydroxy-Tamoxifen, der Gberwiegende An-
teil der Tamoxifen-Wirkung vermittelt [126, 155]. In-vitro-Studien mit Tamoxifen sind daher
nur bedingt mit dem menschlichen Organismus vergleichbar [8]. Tamoxifen erreicht im
Plasma Konzentrationen zwischen 190 und 420 nmol/l [31]. Unter Berlcksichtigung der Ver-
dinnung auf der Platte entspricht die in dieser Arbeit hinzugegebene Tamoxifen-
Konzentration von 1 x 10 mol/l in etwa 10.0000 nmol/l, also ca. das 240- bis 530-fache der
durchschnittlichen Plasmakonzentration. Durch die Verwendung einer derart hohen Tamoxi-
fen-Konzentration soll die im Organismus vorwiegend durch die aktiven Metabolite bedingte

Wirkung berucksichtigt und imitiert werden.

Tamoxifen wirkte im Vergleich zu den Negativkontrollen auf die Zellen aller drei Zellreihen
(MCF-12A, HMEC und Hs 578T) stark und signifikant zytotoxisch (Median 118 %, 113 % und

123 %). Darlber hinaus flihrte es sowohl bei der benignen ER- und PR-positiven Zelllinie
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MCF-12A als auch bei der malignen ERa-negativen Zelllinie Hs 578T zu einer ausgepragten
signifikanten Hemmung der Zellproliferation auf unter 1 % der Negativkontrolle. Passend
dazu war auch der Glukoseverbrauch bei diesen beiden Zelllinien im Vergleich zur Negativ-
kontrolle geringer und der pH-Wert im Vergleich zur Kontrolle héher. In der Literatur finden
sich auch fir ER- und PR-negative Zellen, wie beispielsweise der benignen Mammazelllinie
MCF-10A und der malignen Mammakarzinomzelllinie BT-20, zytotoxische und antiproliferati-
ve Wirkungen ahnlicher GréRenordnung [1, 78, 290]. Dies deutet auf ER-unabhangige Me-
chanismen von Tamoxifen hin. In der Literatur wurden beispielsweise die Induktion von
Apoptose Uber die Aktivierung des ERK1/2- oder Inhibition des CIP2A/PP2A/p-Akt-
Signalwegs und die Reduktion der zellularen Glutamin-Aufnahme Uber die Hemmung der
Expression des Glutamin-Transporters ASCT2 als potenzielle Mechanismen nachgewiesen
[158, 271, 307]. Weiterhin kdnnte bei allen Zelllinien in dieser Arbeit der ER[ eine Rolle spie-
len (siehe Kapitel 5.5).

Bei der ER- und PR-Rezeptor-positiven Primarkultur der HMEC dagegen hatte Tamoxifen in
dieser Arbeit, genauso wie 17p-Estradiol, bei einer kleinen Zahl an Ansatzen (n = 8) und ei-
ner groflen Spannweite der Ergebnisse, keinen signifikanten Effekt auf die Zellproliferation.
In der Studie von Weu-Domschke hingegen wurden durch Tamoxifen in der gleichen Kon-
zentration auch bei diesen primaren Zellen deutliche antiproliferative Effekte festgestellt, je-
doch ebenfalls mit einer groRen Spannweite der Ergebnisse [290]. Letzteres wiirde zu dem
verringerten Glukoseverbrauch der HMEC unter Tamoxifen-Einfluss und dem erhéhten pH-
Wert im Vergleich zur Negativkontrolle in dieser Arbeit passen. Rivenzon-Segal et al. zeigten
zudem, dass es bei der Zelllinie MCF-7, entgegengesetzt zur Wirkung von 173-Estradiol,
in-vitro zu einer verminderte Expression des GLUT-1 und damit der Energiegewinnung mit-

tels Glykolyse kommen kann [226].

Bei Betrachtung des oxidativen Stresses zeigten sich unterschiedliche Ergebnisse. Bei der
Zelllinie MCF-12A und den HMEC war die H,O.-Konzentration zwar im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle auch unter Tamoxifen erhéht, lag jedoch niedriger als unter dem Einfluss von
17B-Estradiol. Dies passt zur Abschwachung der Estrogen-vermittelten Hemmung von antio-
xidativen Enzymen durch Tamoxifen [182]. Zudem konnte in einer Studie von Montano et al.
bei der ER-positiven Zelllinie MCF-7 durch Interaktion von Tamoxifen mit dem antioxidative
response element des Chinon-Reduktase-Gens eine Hochregulation der Chinon-Reduktase
und damit ein mdglicher Mechanismus flir die Verringerung von oxidativem Stress gezeigt
werden [184]. Bei der Linie Hs 578T dagegen Ubte Tamoxifen in dieser Arbeit, genauso wie

Estradiol, eine Reduktion des oxidativen Stresses aus, was mit dem ERp in Verbindung ge-
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bracht werden kénnte und gleichzeitig bei groRer Streuweite der Werte nur unter Vorbehalt

zu interpretieren ist.

Der zytotoxische und proliferationshemmende Einfluss von Tamoxifen auf die Zelllinien
MCF-12A und Hs 578T war signifikant starker ausgepragt als derjenige der Lignane in allen
Konzentrationen. Bei der Primarkultur der HMEC war zwar die zytotoxische Wirkung signifi-
kant starker als die der Lignane, beim Einfluss auf die Zellproliferation hingegen zeigte sich

unter Tamoxifen zu den Lignanen kein signifikanter Unterschied.

5.5 DIE ROLLE DES ESTROGENREZEPTORS BETA

Dem Estrogenrezeptor B bzw. dem Verhaltnis von ERa und ERB im Gewebe, wird zuneh-
mend eine protektive Rolle gegenlber der Entstehung und Progression von Brustkrebs zu-
geschrieben und der ERB als unabhangiger pradiktiver Parameter einer antihormonellen
Therapie sowie als prognostischer Marker diskutiert [84, 102, 147, 157, 231, 242, 261, 275].

Der ERB wird sowohl in normalem Brustdrisengewebe als auch von Mammakarzinomenzel-
len exprimiert [205]. Bei Vorhandensein beider Rezeptoren wird in Brustkrebszellen Gber den
ERP die Expression zahlreicher ERa-regulierter Gene gehemmt, die unter anderem wichtige
Regulatoren der Zellproliferation und des Zellzyklus darstellen. In-vitro konnte in Proliferati-
ons-Assays bei Expression des ERB der Zellen die Estrogen-induzierte Zellproliferation tiber
den ERa komplett unterbunden werden [292]. Passend dazu kam es in einer in-vitro Studie
von Treeck et al. bei knockdown, also Deaktivierung, des ERB bei der ERa- und ER-
positiven Zelllinie MCF-7 und der ERa-negativen Zelllinie MCF-10A Liganden- bzw. ERao-
unabhangig zu einer deutlichen Wachstumszunahme [275]. Auch von Schiler-Tropjak et al.
konnte eine Zunahme der Zellproliferation sowie eine dreifach héhere Invasivitat der ERa-
negativen Zelllinie MDA-MB-231 bei ERB-knockdown festgestellt werden [238].

Passend dazu wird die Karzinogenese von Mammakarzinomen mit einem Verlust bzw. einer
Verringerung der ERB-Expression in Verbindung gebracht [147, 231, 242]. Beispielsweise
konnten Shaaban et al. in ihrer immunhistochemischen Analyse von 283 Mammakarzinom-
Praparaten eine Abnahme der ERB-Expression von im Mittel 94,3 % der Zellen in normalem
Brustgewebe Uber 76,7 % bei duktaler Hyperplasie, 70,0 % beim DCIS und 60,0 % bei inva-
siven Karzinomen nachweisen [242]. In einer weiteren Studie von Huang et al. wurde durch
genauere Differenzierung bei invasiv-duktalen Karzinomen eine ERB-Expression von nur
10 % festgestellt. Huang et al. konnten zudem zeigen, dass dabei deutliche Unterschiede

zwischen duktalen und lobuldren Karzinomen sowie eine negative Korrelation mit dem histo-

78



DISKUSSION

logischen Grading existieren. Wahrend in duktalen Karzinomen im Gegensatz zu deren Vor-
stufen vor allem der ERa nachgewiesen werden konnte und es bei high-grade Tumoren zu
einem kompletten Verlust von ERa und -B kommen kann, zeigte sich in lobuldren Karzino-
men in frlhen Stadien eine Expression beider Estrogenrezeptoren mit einem Verlust des

ERP und einer Proliferationszunahme bei fortgeschrittener Erkrankung [116].

Bisher wird in der Klinik der ERa standardmafRig fur die Indikation einer antihormonellen The-
rapie bestimmt. Fakt ist aber, dass einerseits nicht alle ERa-positiven Mammakarzinome auf
Tamoxifen ansprechen und andererseits auch einige ERa-negative Tumore auf den Estro-
genentzug reagieren [170]. Reese et al. gehen davon aus, dass etwa 30 % der triple-
negativen Mammakarzinome den ER[B exprimieren [220]. Die Bedeutung des ERB sowie

mdgliche Mechanismen werden aktuell in zahlreichen Studien untersucht.

In einer Studie von Hartman et al. aus dem Jahr 2006 fiihrte ein modifiziertes ERB-positives
Xenograft der ERa-positiven Mammakarzinomzelllinie T47D in immunodefizienten Mausen
neben der Reduktion des Tumorvolumens zu einer Abnahme von Ki67, der Anzahl von Blut-
gefallen der Tumore sowie von proangiogenetischen Faktoren wie dem vascular endothelial
growth factor (VEGF) und dem platelet-derived growth factor 8 (PDGFB) in-vivo. In-vitro zeig-
te sich bei der ERB-positiven Variante ebenfalls eine reduzierte Expression von VEGF- und
PDGFB-mRNA [106]. Weitere Studien bestatigen die proliferations-, invasions- und wachs-
tumshemmende Wirkung des ERP [39, 147, 206, 256, 275] auch in ERa-negativen Zellen
[147, 221] und in-vivo [220], beispielsweise durch Regulation des Zellzyklus Uber die Beein-
flussung von Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen (z. B. Cyclin D1 oder CDK1) [206,
220, 256]. Auch oxidativer Stress als moglicher Initiator von DNA-Schaden wird Uber den
ERB beeinflusst. Die Chinon-Reduktase, ein Enzym des Vitamin E-Stoffwechsels, hat Anteil
an der antioxidativen Kapazitat des Organismus. In einer in-vitro-Studie stellten Montano
et al. fest, dass bei der ERa- und ER[B-positiven Brustkrebszelllinie MCF-7 der ERPB einen
potenteren Aktivator der electrophile response elements des Chinon-Reduktase-Gens dar-
stellt als der ERa [183].

Uber den Zusammenhang des ERB und dem pradiktiven Wert einer antihormonellen Thera-
pie wurde in der Literatur in den ERa-positiven Zelllinien T47-D und MCF-7 bei ERB-
Expression eine Herabregulation des Protoonkogen-Dimers c-ErbB-2/receptor tyrosine kina-
se erbB-3 (HER2/HER3) aus der EGFR-Familie und gleichzeitig eine Verstarkung des Akt-
Inhibitors und Tumorsuppressors phosphatase and tensin homologue deleted on chromoso-
me 10 (PTEN) beschrieben. Das Dimer HER2/HERS3 ist mit einem schlechten Ansprechen
auf endokrine und HER2-Inhibitor-Therapie assoziiert, die Expression von PTEN ist in malig-

nen Brusttumoren oft verloren gegangen und mit einem schlechten Outcome vergesellschaf-
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tet. Die Uber den ERP vermittelten Veranderungen flihren zur Hemmung des Akt-
Signalwegs, der eine bedeutende Rolle bei der Regulation von Zellproliferation, Wachstum
und Apoptose spielt und bei Aktivierung mit einer Tamoxifen-Resistenz und einem verringer-
ten Gesamtiberleben assoziiert ist. Dies tragt womdglich einen Anteil an der erhdhten
Tamoxifen-Sensitivitat der beiden Zelllinien bei ERB-Expression bei [157]. Treeck et al. konn-
ten feststellen, dass ein knockdown des ERP bei der ER-positiven Mammakarzinomzelllinie
MCF-7 zu einer verringerten Tamoxifen-Sensitivitat fihrt, bei der benignen ERa-negativen
Zelllinie MCF-10A jedoch nicht [275].

Epidemiologische Studien zeigten bisher, bei starker Heterogenitat der Methoden, ebenfalls
keine eindeutigen Ergebnisse. In einem Review aus dem Jahr 2014 beschrieben Haldosen
et al. bei der Mehrzahl der analysierten Studien einen positiven Zusammenhang von ER[3-
Expression und glnstigen prognostischen Markern des Mammakarzinoms wie ERa- Expres-
sion, geringer TumorgréRe und negativem Lymphknotenstatus sowie einem verldngerten
krankheitsfreien Uberleben. Eine negative Assoziation fand sich zur HER2-Expression. An-
dere Studien stellten jedoch auch gegenteilige Effekte fest. Diese bi-faced role des ERf ist
mdglicherweise abhangig von dem Vorhandensein bzw. der Abwesenheit des ERa sowie
zusatzlich von der jeweiligen Isoform des ERf [102]. Die Mehrzahl an Studien aus dem Re-
view von Fox et al. beschreibt ein gunstigeres Ansprechen von ERa-positiven Tumoren auf
eine adjuvante Tamoxifen-Therapie bei Expression des ERB. Wird nur der ERB exprimiert
wurde allerdings eine Assoziation zu einem verringerten Ansprechen auf die endokrine The-
rapie und einem schlechteren Outcome beschrieben. Ob dieses Ergebnis mit dem ER[ oder
anderen Faktoren, wie der HER2-Expression in high-grade Tumoren oder unterschiedlichen
Tumortypen zusammenhangt, ist unklar [84]. Eine neuere Metaanalyse von Tan et al. be-
schreibt den ERP als glinstigen prognostischen Parameter fir das krankheitsfreie- und das
Gesamtuberleben, insbesondere bei ERa-negativen Tumoren. Die Rolle des ER als pradik-
tiver Faktor bei der endokrinen Therapie blieb jedoch auch hier aufgrund der abweichenden
Studienergebnisse offen [261]. Die biologischen Hintergriinde sind nach wie vor weitestge-
hend unklar und bedirfen bei der vorliegenden Inhomogenitat der Ergebnisse weiterer Auf-

klarung.

Auf die Zellen der Linie Hs 578T dieser Arbeit, als Vertreter eines triple-negativen Karzinoms
mit Expression des ER[, zeigte sich unter dem Einfluss der Lignane einerseits eine hdhere
Zytotoxizitat als bei den ERa- und ERB-positiven MCF-12A-Zellen, andererseits eine ebenso
bzw. teilweise starkere Proliferationshemmung. Zudem sprachen die Hs 578T-Zellen in den
hier verwendeten Konzentrationen ebenso gut bzw. teilweise starker auf Tamoxifen an als
die ERa- und ERB-positive Zelllinie MCF-12A, was die Ergebnisse der Metaanalyse von Tan
et al. [261] stutzt.
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Die potenziellen antitumorigenen Eigenschaften des ERf bieten im Sinne einer zielgerichte-
ten Therapie einen Ansatzpunkt flr selektive pharmakologische Interventionen [112, 116,
238]. Nach Huang et al. kdnnten ERB-Agonisten demnach vor allem bei Pravention von in-
vasiven duktalen Karzinomen und Tamoxifen als ERa-Antagonist insbesondere bei fortge-
schrittenen lobularen Karzinomen eingesetzt werden [116]. Schiler-Topjak et al. untersuch-
ten 2016 in einer in-vitro Studie den Einfluss selektiver Pharmaka auf triple-negative Tumor-
zellen. Die spezifischen ERB-Agonisten ERB-041 und WAY200070 fuhrten bei den Zelllinien
MDA-MB-231 (starke ERB-Expression) und Hs 578T (schwache ERB-Expression), die Ago-
nisten Liquiritigenin und 3B-Adiol zusatzlich bei der Linie MDA-MB-231, zu einer verminder-
ten Zellinvasion [238]. Hinsche et al. wiesen zudem bei Behandlung der TNBC-Zelllinien
HCC1806 und HCC1937 mit den ERB-Agonisten Liquiritigenin und ERB-041 zwar keine Ver-
anderung der Zellproliferation, jedoch eine Invasionshemmung und bei Liquiritigenin eine
signifikante Reduktion der Expression des Proteins CXCR4 nach, das eine wichtige Rolle bei
der Metastasierung spielt [112]. Auch Phytoestrogene, beispielsweise Genistein und Coum-
estrol, kommen aufgrund ihrer um ein Vielfaches hoéheren Affinitdt zum ER als zum ERa
[191] unter diesem Gesichtspunkt in Frage. Bei Zellen, die nur den ERB exprimieren stellen
Lignane scheinbar eine ebenburtige Alternative dar. Bei fehlenden klinischen Studien werden

bisher noch keine ERB-Agonisten zur Mammakarzinom-Therapie eingesetzt.

Bei der Vielseitigkeit des Mammakarzinoms besteht der Bedarf, die Rolle des ERB durch
molekulare Charakterisierung vieler verschiedener Mammakarzinom-Zellproben, genauerer
Untersuchung der ERB-Isoformen sowie der Evaluation ihres pradiktiven und prognostischen
Potenzials in epidemiologischen Studien weiter aufzuschlusseln. Gleichzeitig muss der Ein-
fluss von ER-selektiven therapeutischen Substanzen in-vivo und klinisch weiter untersucht
werden, um das Mammakarzinom jedes Patienten individuell optimal therapieren zu kénnen
[102].

5.6 METHODIK

Bei der benignen Epithelzelllinie MCF-12A sowie der maligne Karzinomzelllinie Hs 578T
handelt es sich um immortalisierte Zellen, die aufgrund ihres unbegrenzten Teilungspotenzi-
als, relativ homogener Eigenschaften und guter Verflig- und Kultivierbarkeit Grundlage vieler
in-vitro-Zellversuche darstellen [36]. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass es im Laufe des
langen Kultivierungsprozesses zwischen den Passagen zu einer Veranderung der geneti-
schen Ausstattung und der biologischen Eigenschaften kommen kann [202]. Bei der Unter-
suchung der Zelllinie MCF-7 aus verschiedenen Laboren konnten trotz identischer Morpho-

logie der Zellen beispielsweise unterschiedliche Karyotypen, Wachstumsraten und Hormon-
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rezeptorexpressionen nachgewiesen werden [202], was mdglicherweise die zum Teil gegen-
satzlichen Ergebnisse verschiedener Studien erklaren kénnte.

Im Gegensatz zu den permanenten Zelllinien MCF-12A und Hs 578T handelt sich bei Pri-
markulturen um Zellen mit langsamer Populationsverdopplung sowie begrenzter Teilungska-
pazitat und Lebensdauer. Da diese Zellen direkt bzw. nach wenigen Subkultivierungen ver-
wendet werden sind ihre molekularen Charakteristika und die metabolische Kapazitat wei-
testgehend erhalten. Primarkulturen stellen damit ein reprasentativeres Model fur das Ur-
sprungsgewebe als permanente Zelllinien dar. Die Informationen von Primarkulturen kénnen
als eine Art Verbindungselement zwischen den Zellversuchen mit immortalisierten Linien und
in-vivo-Versuchen verstanden werden [236]. Gleichzeitig ist ihre Kultivierbarkeit aufgrund der
physiologischen Seneszenz auf oft nur zwei bis drei Passagierungen begrenzt [36]. Da die
Versuche mit den HMEC aufgrund der oben genannten Eigenschaften nur einmalig mit je
vier Ansatzen und reduzierter Zellzahl durchgeflhrt werden konnten ist die Aussagekraft
dieser Ergebnisse begrenzt und die Vergleichbarkeit mit der benignen Zelllinie MCF-12A
erschwert. Fir eine allgemeine Aussage musste sie durch grofiere Versuchsreihen validiert

werden.

Die verwendete Zellzahl selbst stellt eine weitere Fehlerquelle dar. Abweichungen werden
meist durch nicht ausreichende Durchmischung der Zellsuspension verursacht [99]. Sie be-
einflussen die daraufhin ausgesate Zellzahl bei jedem Versuchsansatz der kolorimetrischen
Assays und der Stoffwechseluntersuchungen. Méglicherweise weisen auch die Extrakte und
Kontrollsubstanzen je nach Durchmischung und Homogenitat unterschiedliche Konzentratio-
nen auf. Auf der Mikrotiterplatte kann es zusatzlich zu unterschiedlich guter Adharenz und
Verteilung der Zellen kommen [163], was sich wiederum auf deren physiologische Eigen-

schaften und letztlich auf die Beeinflussbarkeit durch die Testsubstanzen auswirken kann.

Alle aufgefiuihrten Fehlerquellen kénnen die teilweise grolen Spannweiten der Ergebnisse

mit bedingen und mussen stets bei der Interpretation der Ergebnisse bedacht werden.

5.7 LIGNANE ALS PRAVENTIVE ODER THERAPEUTISCHE OPTION BEIM MAMMAKARZINOM?

Insbesondere auf die Zellen eines Vertreters der triple-negativen aber ERp-positiven
Mammakarzinome (Hs 578T) ubten die Lignane starke antiproliferative und teilweise zytoto-
xische Effekte aus, ohne dabei auf gesunde oder benigne veranderte Zellen (HMEC und
MCF-12A) signifikant zytotoxisch oder proliferationsférdernd zu wirken. Stattdessen vermit-
telten die Lignane auch auf die benigne veranderten Zellen MCF-12A eine starke, auf die

normalen Mammazellen HMEC eine leichte, nicht-signifikante Proliferationshemmung.
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Gleichzeitig kam es unter dem Lignan-Einfluss teilweise zu einer Reduktion des oxidativen
Stresses, insbesondere bei der Primarkultur der HMEC, was zusatzlich ROS-vermittelten
karzinogenen Effekten vorbeugen konnte. Der Zellmetabolismus wurde dabei bei keiner der
drei Zelllinien signifikant beeinflusst. Lignane stellen mit ihnren Eigenschaften also theoretisch
Substanzen dar, die das Potenzial besitzen sowohl praventiv als auch therapeutisch bei be-

nignen Veranderungen der Mamma oder einer Brustkrebserkrankung eingesetzt zu werden.

In-vitro-Versuche mit Zellkulturen stellen die Grundlage flir die Erforschung des Einflusses
neuer pflanzlicher Substanzen, wie beispielsweise der Lignane, auf gut- und bésartig veran-
derte Zellen dar. Unter standardisierten auf3eren Bedingungen kénnen Wirkung und Wir-

kungsmechanismus sowie Dosis-Wirkungsbeziehungen untersucht werden.

Studien an Zelllinien, wie in dieser Arbeit, besitzen jedoch in ihrer Aussagekraft einige limitie-
rende Faktoren. Als erstes wird nur ein sehr begrenzter Anteil der Vielfalt an verschiedenen
Zellen der Mamma und des Mammakarzinoms untersucht, die nur einen kleinen Ausschnitt
der komplexen Erkrankung darstellen. Vernachlassigt wird dabei zudem das Verhalten der
Zelle im Gesamtorganismus bei einem physiologischen Gewebeaufbau, wie Zell-Zell-
Interaktionen. In der weiblichen Brust spielt die Interaktion mit dem umgebenden Stroma,
einem Netzwerk aus verschiedenen Zellen und der extrazellularen Matrix (ECM), eine ent-
scheidende Rolle. Stromazellen, beispielsweise Fibroblasten, beeinflussen Uber direkten
Zellkontakt, parakrine Sekretion von verschiedensten regulatorischen Faktoren und Remo-
dellierung der ECM die Entwicklung und Differenzierung der Mamma sowie die Entstehung

und Metastasierung von Mammakarzinomen [45, 50, 114].

Weiterhin bleibt in dieser Arbeit die Bioverfligbarkeit der Lignane auften vor. Bei Lignanen
sind vor allem die von Mensch zu Mensch abweichende bakterielle Mikroflora des Darmes
und damit die groRe Differenz im Lignanmetabolismus zu bedenken. Da die Mikroflora von
zahlreichen externen Einflussfaktoren, wie der Erndhrungsweise oder Medikamentenein-
nahme, abhangig ist, kdnnen auch intraindividuelle Schwankungen der Lignan-Konzentration
im Organismus nicht exakt vorausgesagt werden [4]. Insbesondere durch das Fehlen der
Leber- und Darmfunktion in-vitro kann auch die Wirkung wichtiger Stoffwechselmetaboliten,
die zum Teil eine andere biologische Aktivitdt besitzen als die Ursprungssubstanzen (z. B.
Tamoxifen-Metaboliten), in Zellversuchsreihen nur ungentugend dargestellt werden. Hinzu
kommt, dass in-vivo neben der Aufnahme und dem Stoffwechsel auch die Ausscheidung und
der enterohepatische Kreislauf einen Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit der Lignane nehmen.
Zusatzlich ist das Verteilungsmuster der einzelnen Substanzen gewebeabhangig und inho-

mogen. Beispielsweise weicht die Konzentration von verschiedenen Polyphenolen in Plasma
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und Zielgewebe wie Brust oder Prostata je nach Substanz deutlich ab [169]. Eindeutige Do-

sis-Wirkungsbeziehungen von Lignanen konnten so bisher nicht ermittelt werden.

Beim praventiven Aspekt steht neben der Menge auch der Zeitpunkt der Aufnahme zur Dis-
kussion. In-vivo-Versuche zeigten, dass es bei Ratten unter einer Diat mit 5 % bzw. 10 %
Leinsamen wahrend der gesamten Lebensdauer, Schwangerschaft oder Laktationsperiode
jeweils zu verstarkten strukturellen Differenzierungsprozessen der Brustdrise bei den Nach-
kommen kommt [260, 273, 286]. Bei einer Diat mit einer aquivalenten Menge SDG wahrend
des Saugens zeigte sich der gleiche Effekt [260]. Da sich bei einer Substitution nach dem
Abstillen kein Zusammenhang mit dem Brustkrebsrisiko zeigte [273] spricht dies vor allem fiir
eine Risikoreduktion durch Lignane bei Exposition schon in friihen Lebensphasen. Ahnliche
Versuche mit Ratten zeigten zudem eine Reduktion von Tumorinzidenz, -groRe und -anzahl
von chemisch induzierten Mammatumoren, wenn die Matter wahrend des Sdugens eine Diat
mit 10 % Leinsamen oder eine aquivalente Menge SDG erhalten hatten [42]. Passend zu
den Erkenntnissen aus Tierversuchen zeigte eine Fall-Kontroll-Studie anhand von Lebens-
mittel-Fragebdgen von mehr als 6.000 heranwachenden kanadischen Madchen, dass sowohl
eine hohe Isoflavon- als auch Lignanaufnahme im Jugendalter mit einem erniedrigten Brust-
krebsrisiko einhergeht [264]. Auch weitere Studien mit amerikanischen Frauen asiatischer
Herkunft stellten bei Beginn eines hohen Soja-Konsums bereits in der Jugend und insbeson-
dere der Kindheit eine Reduktion des Brustkrebsrisikos fest [139, 296]. Im Rahmen der
Shanghai Women's Health Study — eine Studie die die Ernahrung im Jugend- und Erwach-
senenalter von mehr als 73.000 chinesischen Frauen untersuchte — wurde ein protektiver
Effekt von soja- bzw. isoflavonreicher Erndhrung im Jugend- und Erwachsenenalter fiir pra-
menopausalen Brustkrebs festgestellt [149]. Bei Anderson et al. hingegen zeigte sich in einer
Fall-Kontroll-Studie mit etwa 5.800 Teilnehmerinnen, dass ein hoher Isoflavon- und Lig-
nankonsum in der Jugend vor allem postmenopausal mit einem erniedrigten Brustkrebsrisiko
assoziiert ist. Ein signifikanter Zusammenhang fand sich insbesondere fur Estrogen- und
Progesteronrezeptor-positive Karzinome [10].

Da das Brustdriisengewebe bis ins frilhe Erwachsenenalter Ausreifungsprozessen unterliegt
wird vermutet, dass der Phytoestrogenkonsum und damit der estrogene Einfluss in der Kind-
heit bzw. Jugend mit einer vorgezogenen Ausdifferenzierung des Drisengewebes zusam-
menhangt, wodurch die Sensitivitat fur Karzinogene sinkt. Ein mdglicher Mechanismus stellt
die Beeinflussung der Expression des EGF-Rezeptors dar. Die friihere Differenzierung der
Drisenzellen fuhrt im Erwachsenenalter zu einer geringeren Aktivitat dieses Signalwegs und
reduziert damit das Risiko fur Brustkrebs [144, 260]. Die Ausdifferenzierung von Brustdri-
senzellen konnte auch fir die Risikoreduktion fur Brustkrebs bei einer friihen ersten

Schwangerschaft eine Rolle spielen [144].
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Ein entscheidender weiterer Punkt, der bei einem pharmakologischen Einsatz von Lignanen
beachtet werden musste, sind mogliche Nebenwirkungen. Nach einer Metaanalyse von
92 Studien mit insgesamt rund 9.630 Teilnehmern, welche die Inzidenz von Nebenwirkungen
unter der Einnahme von Phytoestrogenen mit einer Placebo-Therapie oder keiner Therapie
verglich, zeigten sich zusammenfassend keine signifikanten Unterschiede. Einzeln betrachtet
kam es jedoch signifikant haufiger zu gastrointestinalen Beschwerden, muskuloskelettale
oder neurologische Effekte traten in beiden Gruppen gleich oft auf. Hormonell bedingte gy-
nakologische Nebenwirkungen wie vaginale Blutungen, Endometriumhyperplasie, Endomet-
riumkarzinome oder Mammakarzinome zeigten ebenfalls keine signifikante Haufung unter
Phytoestrogen-Substitution. Obwohl sich die Studien in Menge und Zusammensetzung der
Supplemente unterschieden und Langzeiteffekte bei zum Teil geringen Beobachtungszeit-
raumen nicht erfasst werden konnten, ist eine Supplementierung mit Phytoestrogenen uber
zwei Jahre laut Tempfer et al. als unbedenklich einzuschatzen [262].

Bei einer kleinen Studie (n = 32) von Thompson et al. konnte bei dem Verzehr eines Muffins
mit 25 g Leinsamen Uber 32 Tage bei neu diagnostizierten Brustkrebs-Patientinnen neben
einem Ruckgang von Zellproliferation, Ki-67 und c-erB2-Expression sowie erhdhter Apopto-
serate der Tumoren, eine signifikant erhdhte Lignanausscheidung im Urin und lediglich leich-
te gastrointestinale Beschwerden wie Vollegeflinl oder verstarkte Darmmotilitdt im Vergleich
zu einer Placebo-Gruppe festgestellt werden [270]. Eine andere Studie beobachtete
87 postmenopausale Frauen, die Uber 16 Wochen Muffins mit 25 g Soja, 25 g Leinsamen
oder keinem Zusatz zu sich nahmen. Hier konnte zwar keine signifikante Besserung post-
menopausaler Beschwerden, jedoch auch keine signifikanten Unterschiede in den Neben-
wirkungen beobachtet werden [152]. Auch ein Review von 2010 bewertete die Einnahme von
Leinsamen und anderen Inhaltsstoffen wie SDG anhand der Datenlage aus Tier- und epide-
miologischen Studien als sicher [7]. Eczko untersuchte 2015 zudem die potenziell zellscha-
digende Wirkung eines wasserbasierten Leinwurzel-Extraktes auf primare humane Hepato-
zyten und stellte zwar eine vorubergehende Syntheseminderung von Harnstoff und Albumin,
jedoch keinen zytotoxischen Einfluss fest [78]. Da Leinsamen auch zahlreiche andere In-
haltsstoffe, beispielsweise Balllaststoffe, enthalten, ist der tatsachliche Anteil der Lignane an
den Nebenwirkungen nach wie vor nicht geklart.

Zuletzt wird die Entwicklung eines Mammakarzinoms multifaktoriell von zahlreichen internen
und externen Faktoren bestimmt, die sich wechselseitig beeinflussen kdnnen und noch nicht
vollstandig verstanden sind. Allein in der Nahrung finden sich unzahlige Stoffe mit bisher

unbekanntem Einfluss.

Gegenstand der aktuellen Forschung ist die Weiterentwicklung von in-vitro Methoden, wie

3-D-Kulturen oder sog. organ-on-a-chip-models, welche die Zellen und deren physiologische
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Umgebung bzw. ganze Gewebe oder Organsysteme inklusive Blutkreislauf nachbilden sol-
len. So kénnten in Zukunft komplexe multifaktorielle Zusammenhange und Mechanismen wie
beispielsweise Tumorentstehung und -metastasierung sowie die Wirkung neuer Pharmaka
in-vitro naher am menschlichen Organismus erforscht und Tierversuche reduziert werden.
Choi et al. entwickelten beispielsweise ein 3D-Model eines DCIS aus Mammakarzinomzel-
len, Mammaepithelzellen und -fibroblasten, Bray et al. eine biotechnologisch erzeugte 3D-
Kultur einer Tumor-Mikroumgebung, welche die Angiogenese von Mamma- und Prostatakar-
zinomen nachbilden soll. Bersini et al. forschten an einem 3D-Model mit einer Matrix aus
Knochen- und Endothelzellen, um die Metastasierung von Brustkrebs in Knochen besser zu
verstehen. Chipbasierte mikrofluidische Systeme ermdéglichen dariber hinaus die Verbin-
dung von mehreren Uber eine Mikrokrozirkulation verbundenen Organaquivalenten.
Xiao et al. entwickelten einen Multi-Organ-Chip des weiblichen Genitaltraktes, der Ovarien,
Tuben, Uterus und Leber sowie Blutzirkulation nachbildet. Komplexe Stoffwechsel- oder im-
munologische Reaktionen machen in-vivo-Versuche und klinische Studien bisher jedoch un-

abdingbar.

Das Potenzial der Phytoestrogene, insbesondere der Lignane, zieht immer neue Untersu-
chungen nach sich. Neben einem praventiven oder therapeutischen Einsatz flr beispielswei-
se Mamma- oder Prostatakarzinome [249] sind Lignane als natlirliche SERMs maoglicher-
weise auch fur die antihormonelle Therapie oder den Fall einer Tamoxifen-Resistenz denk-
bar. Zudem wird ihre Verwendung als HET-Ersatz bei klimakterischen Beschwerden disku-
tiert [44]. Auch bei postmenopausaler Osteoporose oder kardiovaskuldrem Risiko kdnnten
Lignane eine Rolle spielen ohne dabei das Risiko fur ein Karzinom der Brust und Gebarmut-

ter zu erhdéhen oder sich negativ auf das Herz-Kreislauf-System auszuwirken [249]

Bisher kann man wohl darauf schlieen, dass eine Lignan-reiche Ernahrung einen protekti-
ven Einfluss auf Brustkrebs haben kann. Welche Rolle genau dabei die Lignane oder weitere
Nahrungsinhaltstoffe spielen ist aufgrund der inkonsistenten Studienlage weiterhin unklar.
Diese und andere Studien mit isolierten Lignanen deuten jedoch darauf hin, dass sie einen
entscheidenden Anteil der Wirkung von Leinsamen oder Leinpflanzen-Extrakten vermitteln
[1, 266, 284].

Morton et al. untersuchten bei 23 postmenopausalen australischen Frauen die Plasma-
Konzentrationen von Lignanen (END, ENL) und anderen Phytoestrogenen nach einer Diat
mit Zusatz von Leinsamen, Soja und Klee-Sprossen fir jeweils zwei Wochen. Vor der Substi-
tution zeigten sich insgesamt, wie zu erwarten, je nach Erndhrungsweise unterschiedliche

Basalkonzentrationen von Enterodiol und Enterolacton (meist zwischen 0-5 ng/ml und
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0-10 ng/ml), die Konzentration von Enterolacton war in der Regel um ein Vielfaches hoher.
Zum Teil wurden jedoch auch deutliche hdéhere Werte bis zu 70 ng/ml gemessen. Bei der
Diat mit 25 g Leinsamen taglich zeigten sich Enterolignan-Konzentrationen bis insgesamt
500 ng/ml. Enterolacton konnte mit einem Maximum von 244 ng/ml und Enterodiol von
390 ng/ml gemessen werden. 250 ng/ml Enterodiol entsprechen 0,25 pg/ml, also etwa ein
Viertel der geringsten in dieser Arbeit verwendeten Lignankonzentration [188]. Da in Studien
vor allem in héheren Konzentrationen die gewlnschten antitumorigenen Effekte auftraten,
mussten deutlich gréoRere Mengen an Leinsamen aufgenommen werden. Eine Studie, wel-
che die Auswirkungen der Aufnahme entsprechend grofer Stoffmengen erforscht existiert
noch nicht. Auch eine Extraktherstellung mit einem hdher konzentrierten Lignan-Anteil oder
die Zufuhr von isolierten Lignanen koénnte der gewinschten Plasmakonzentration naher-
kommen. Adlercreutz ging 2007 jedoch davon aus, dass Lignane nur in Zusammenhang mit
Jiber® oder ,cereal fiber®, die diese Lignane und andere Inhaltsstoffe wie Ballaststoffe und
a-Linolensaure enthalten, Krebs und CVD vorbeugen kénnen. Lignane alleine seien dazu
nicht in der Lage und kénnten in den erforderlichen Mengen nicht ausreichend Uber einen

langeren Zeitraum aufgenommen werden [4].

Die Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung e.V. (DGE) spricht aufgrund der gegenwartig feh-
lenden Kenntnisse aus Interventionsstudien mit isolierten Substanzen keine Zufuhrempfeh-
lungen fir einzelne sekundare Pflanzenstoffe aus. Auch sie geht davon aus, dass fir ihre
Wirkung moglicherweise die Aufnahme ,im Verbund“ mit anderen Inhaltsstoffen notwendig
sei [66]. Von der Kommission Mamma der Arbeitsgemeinschaft Gynékologische Onkologie
e. V. (AGO) wurde 2017 fir den Einsatz von Phytoestrogenen / Soja sowohl fir die Praventi-
on als auch die Rezidivprophylaxe von Brustkrebs keine generelle Empfehlung ausgespro-
chen (AGO Grade of Recommendation ,+/-“). Dies bedeutet, dass sich bei der Einnahme
kein Benefit fir alle Patienten zeigt und eine Substitution nur ggf. in individuellen Fallen an-
gewendet werden kann. Als komplementarer Ansatz hingegen wird zur Rezidivpravention
eines Mammakarzinoms neben generellen Erndhrungsempfehlungen und der Einhaltung
eines normalen BMIs auch der Verzehr von lignan- und ballaststoffreichen Lebensmitteln
(z. B. Leinsamen) als ,+“ , also als ,Intervention mit limitiertem Benefit fir Patienten, die

durchgefuhrt werden kann“ empfohlen [12].
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Als haufigster bosartiger Tumor und haufigste Krebstodesursache der Frau hat das
Mammakarzinom einen bedeutenden Einfluss auf unsere Gesellschaft. Aufgrund der kom-
plexen und nebenwirkungsreichen konventionellen Therapien wachst die Nachfrage nach
schonenderen naturheilkundlichen Alternativen und natlrlichen praventiven Optionen. Welt-
weit erhebliche geographische Unterschiede in der Brustkrebsinzidenz rlcken bei dieser
Suche zunehmend Umweltfaktoren wie Lebensstil und Ernahrung in den Fokus. Ein ent-
scheidender Beitrag zur geringen Rate an Brustkrebs-Neuerkrankungen im asiatischen
Raum wird den soja- und damit phytoestrogenreichen Erndhrungsgewohnheiten in diesem
Kulturkreis zugeschrieben. In der westlichen Gesellschaft spielen Phytoestrogene bisher
eine untergeordnete Rolle. Den Grofteil an Phytoestrogenen in unserer Erndhrungsweise
machen Lignane aus. Die Leinpflanze Linum usitatissimum stellt mit inrem hohen Lignanan-
teil, insbesondere in ihren Samen, ein mégliches Pendant des westlichen Kulturkreises zu

der Isoflavon-reichen Sojapflanze in Asien dar.

Da Soja und Isoflavone in-vitro und in-vivo vielversprechende antitumorigene Wirkungen
gezeigt haben, beschéaftigen sich seit Jahrzehnten zahlreiche Forschungsgruppen auch mit
der Frage eines ahnlichen Potenzials von Leinpflanzen-Extrakten und Lignanen. Bisher lasst
die Studienlage bei einer Vielzahl uneindeutiger Ergebnisse keine Empfehlungen zu. Um
herauszufinden, welchen Einfluss Lignane unabhangig von anderen Inhaltsstoffen der Lein-
pflanzen-Extrakte wie beispielsweise Fettsauren oder andere Polyphenole auf Zellen der
Mamma und des Mammakarzinoms haben, wurde in dieser Arbeit die Wirkung einzelner
reiner, haufig vorkommender Lignane (Secoisolariciresionl, Matairesinol, Enterodiol und
Enterolacton) untersucht. Ziel war es eine Aussage zu einer mdglichen tumorpraventiven
oder therapeutischen Wirkung von Lignanen in Bezug auf das Mammakarzinom zu treffen.
Da Mamma- und Mammakarzinomzellen aufgrund unterschiedlicher Zelltypen, Hormon- und
Wachstumsrezeptorexpressionen stark abweichende Verhaltensweisen zeigen betrachteten
wir den Effekt der vier Lignane auf verschiedene gut- und bdsartige Zellen der humanen
Mamma — den benignen Zellen der Linien MCF-12A, den HMEC sowie den bisher wenig
untersuchten malignen Hs 578T-Zellen. Nach immunhistochemischer Charakterisierung der
Zellen wurden hierzu die Zytotoxizitdt der Lignane sowie deren Auswirkungen auf die Zell-
proliferation, den oxidativen Stress, den Glukoseverbrauch sowie den pH-Wert im Uberstand
in-vitro untersucht und mit dem Einfluss der Kontrollsubstanzen 17B-Estradiol und dem

SERM Tamoxifen verglichen.
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Auf die maligne ERa- und PR-negative Zelllinie Hs 578T zeigten die Lignane (ENL > END >
MATA > SECO) konzentrationsabhangig signifikante antiproliferative Effekte, wirkten ausge-
nommen von Enterodiol, in nahezu allen Konzentrationen leicht zytotoxisch und reduzierten
den oxidativen Stress. Hierbei spielt mdglicherweise die Expression des ERp eine entschei-
dende Rolle.

Die gutartig veranderte ER- und PR-positive Zelllinie MCF-12A wurde durch die Lignane
(ENL > END > MATA und z. T. SECO) ebenfalls signifikant in ihrer Proliferation gehemmt,
ohne dass sich dabei signifikante proliferative oder zytotoxische Effekte zeigten.

Oxidativer Stress und Zellstoffwechsel veranderten sich bei beiden Zelllinien nicht signifikant.
Gleichzeitig beeinflussten die Lignane unveranderte Mammaepithelzellen (HMEC) kaum.
Ihre Proliferation wurde unter dem Einfluss der Lignane gréfRtenteils geringfliigig und nicht-
signifikant gehemmt — ohne dabei eine verstarkte Zellschadigung zu zeigen. Lediglich bei
Matairesinol in der geringsten Konzentration kam es zu einer leichten, nicht-signifikanten
Proliferationssteigerung. Zudem reduzierten die Lignane den oxidativen Stress der Zellen der

Primarkultur zum Teil deutlich.

Die zytotoxische — bei den Zelllinien MCF-12A und Hs 578T auch die antiproliferative — Wir-
kung der Lignane war im Vergleich zu Tamoxifen signifikant geringer.

Verglichen mit 17B-Estradiol zeigten die Lignane bei den Linien MCF-12A und Hs 578T in
hohen Konzentrationen lUberwiegend eine signifikant starkere Proliferationshemmung, wei-
testgehend ohne signifikanten Unterschied in der Zytotoxizitat. Die Primarkultur HMEC blieb

durch 17B-Estradiol ebenfalls nahezu unbeeinflusst.

Bei der groRen Diversitat des Mammakarzinoms konnten die Erkenntnisse Uber den Einfluss
von Lignanen in dieser Arbeit um weitere gut- und bdsartig veranderte Zellen erweitert und
deren potenzielle tumorpraventive und -therapeutische Wirkung bei unterschiedlicher Digni-

tat und Rezeptor-Expression von Mamma- und Mammakarzinomzellen bekraftigt werden.
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Mit der Expression des ERf bietet insbesondere die in der Klinik als triple-negative, mit
schlechter Prognose assoziierte Zelllinie Hs 578T das Potenzial eines zusatzlichen therapeu-
tischen Ansatzes. Ob das antitumorigene Potenzial bei der malignen Zelllinie Hs 578T auf
die Besonderheit der isolierten ERB-Expression zurlickgefihrt werden kann, muss an weite-
ren klinisch triple-negativen aber ERB-positiven Tumoren in-vitro untersucht, mit der Wirkung
von Zellen ohne Steroidhormonrezeptorexpression verglichen und potenzielle Mammakarzi-
nom-Typen fur in-vivo-Versuche ausgewahlt werden. Gleichzeitig mussen auch Interaktionen
mit Estradiol und Tamoxifen mit in die Untersuchungen einbezogen werden, um mdgliche
synergistische oder antagonistische Wirkungen zu identifizieren. Unter diesem Aspekt ware
auch die Erforschung des Einsatzes von Lignanen bei Tamoxifen-Resistenz bestimmter

Mammakarzinom-Typen denkbar.

Die Lignane auch auf die Linie MCF-12A proliferationshemmend wirkten, kénnten Patientin-
nen mit fibrozystisch veranderter Brust, beispielsweise im Rahmen der haufig vorkommen-
den Mastopathie, moéglicherweise ebenfalls von einer praventiven oder therapeutischen Lig-
nanaufnahme profitieren. Auf die Proliferation oder Zytotoxizitdt der normalen Mamma-
epithelzellen in dieser Arbeit konnte kein signifikanter Effekt durch die Lignane gezeigt wer-
den. Der oxidative Stress hingegen, welcher eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese spie-
len kann (siehe Kapitel 5.2.3.1), wurde in den Versuchen dieser Arbeit bei der Primarkultur
bei Lignanzugabe zum Teil deutlich reduziert. Somit konnte auch ein praventives Potenzial
von Lignanen bestatig werden, das durch weitere in-vitro-Versuche mit hoherer Anzahl und

in-vivo-Versuche im Anschluss validiert werden muss.

In Zukunft kénnten Lignane mdglicherweise unter praventiven Aspekten oder im Rahmen

einer individualisierten Therapie fur bestimmte Mammakarzinom-Typen eingesetzt werden.
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10.

11.

Das Mammakarzinom ist durch eine histologische und molekulare Diversitat gekenn-

zeichnet.

Die Brustkrebsinzidenz unterscheidet sich weltweit erheblich.

Die Entstehung des Mammakarzinoms ist multifaktoriell bedingt.

. Verschiedene gutartige Veranderungen der Brust sind mit einem erhdhten Risiko flr

Brustkrebs assoziiert.

Lebensstil und Erndhrung haben einen Einfluss auf die Brustkrebsinzidenz.

Die Phytoestrogen-Aufnahme in Asien ist im Durchschnitt hdher als in westlichen Kul-
turkreisen, was mit der vergleichsweise niedrigen Brustkrebshaufigkeit in Verbindung

gebracht wird.

Phytoestrogene kénnen mit Estrogenrezeptoren interagieren und estrogenagonisti-

sche / -antagonistische Wirkungen entfalten.

Studien zeigen antitumorigene Eigenschaften von Phytoestrogenen in-vitro und in-

vivo.

Immunhistochemisch lassen sich bei der Primarkultur HMEC und der benigne veran-
derten Zelllinie MCF-12A die Estrogenrezeptoren ERa und ER[ sowie der Progeste-

ronrezeptor nachweisen, bei der malignen Zelllinie Hs 578T der ERB.

Zur Bestimmung der Zellproliferation und Zytotoxizitat, des oxidativen Stresses und
Zellmetabolismus wurden der LDH- und BrdU-Test verwendet sowie die Messung der

H,0,-Konzentration, des Glukoseverbrauchs und des pH-Wertes herangezogen.

Kommerzielle Lignane (Enterolacton, Enterodiol, Secoisolariciresinol, Matairesinol)

wirken auf Mammaepithelzellen unterschiedlicher Dignitat und Rezeptorstatus.
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12.

13

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Kommerzielle Lignane zeigen bei Zugabe zu normalen sowie benigne und maligne
veranderten Mammaepithelzellen (HMEC, MCF-12A, Hs 578T) in hohen Konzentrati-

onen antiproliferative Effekte.

. Die Enterolignane Enterolacton und Enterodiol besitzen eine lberwiegend starkere

antiproliferative Wirkung als die pflanzlichen Lignane Secoisolariciresinol und

Matairesinol.

Kommerzielle Lignane zeigen bei Zugabe zu maligne veranderten Mammaepithelzel-
len (Hs 578T) teilweise zytotoxische Effekte, bei benignen und unveranderten
Mammaepithelzellen (HMEC und MCF-12A) tritt keine signifikante Zellschadigung

auf.

Die zytotoxische und antiproliferative Wirkung der kommerziellen Lignane ist in den

verwendeten Konzentrationen geringer als diejenige des SERMs Tamoxifen.

Verglichen mit 173-Estradiol zeigen die Lignane in den verwendeten Konzentrationen
bei benigne und maligne veranderten Mammaepithelzellen (MCF-12A und Hs 578T)
eine Uberwiegend starkere Proliferationshemmung, weitestgehend ohne signifikanten

Unterschied in der Zytotoxizitat.

Die Auswirkungen der kommerziellen Lignane auf unveranderte Mammaepithelzellen

(HMEC) sind gering ausgepragt.

Kommerziellen Lignane kénnen oxidativen Stress reduzieren.

Lignane haben das Potenzial einer tumorpraventiven und -therapeutischen Wirkung

in Bezug auf das Mammakarzinom.

Insbesondere der Einsatz von Lignanen bei ftriple-negativen ERfB-positiven
Mammakarzinomen ist von Interesse und muss durch weitere in-vitro- und in-vivo

Versuchsreihen validiert werden.
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Tab. 3: Zelllinien

HMEC (CC-2551)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Hs 578T (ATCC® HTB126™)

ACCT- LCG Standards GmbH, Wesel, Deutsch-
land

MCF-12A (ATCC® CRL10782™)

ACCT- LCG Standards GmbH, Wesel, Deutsch-
land

Tab. 4: Nahrmedien und Zusatze

Amphotericin B (250 pg/ml)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Dulbecco’s MEM

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

Fetales Kalber Serum (FKS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

HAM'S F-12 PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Pferdeserum c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland
Insulin c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

Mammary Epithelial Cell Supplement

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Mammary Epithelial Cell Basal Medium (prf)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Penicillin / Streptomycin (100x)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Tab. 5: Test- und Kontrollsubstanzen

17-B-Estradiol = 98 %
CAS: 50-28-2, M 272,38 g/mol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Enterodiol =2 95.0 % (HPLC)
CAS: 80226-00-2, M 302,36 g/mol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Enterolactone ~ 95 % (HPLC)
CAS: 78473-71-9, M 298,33 g/mol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol absolut >99,5 %, Ph. Eur., reinst

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Matairesinol = 85 % (HPLC)
CAS: 580-72-3, M 358,39 g/mol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
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Secoisolariciresinol =2 95.0 % (HPLC)
CAS: 29388-59-8, M 362, 42 g/mol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Tamoxifen =2 99 %
CAS: 10540-29-1, M 371.51 g/mol

Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Triton™ X-100

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Tab. 6: Chemikalien, Puffer und Lésungen

Aqua

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany

Formafix 4 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Glukose Systemlésung

CARE diagnostica Laborreagenzien GmbH, Vo-
erde, Deutschland

Orion Application Solution pH 4.01, 7.00 und
10.01 Buffer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts

Orion Application Solution pH Electrode Storage
Solution

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts

PBS (phosphatgepufferte NaCl-Lésung), pH 7,4,
10 mM (8,0 g Natriumchlorid + 2,9 g Natriumhy-
drogenphosphat x 2 H,O + 0,2 g Natriumhy-
drogenphosphat + 0,2 g Kaliumchlorid in 1,0 |
destilliertes Wasser)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Salzsaure (HCL) 1 N

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Schwefelsaure (H,SO4) 1 M

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trypan Blue Solution 0,4 %

Gibco™, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts

Trypsin-EDTA 10x

c.c.pro GmbH, Oberdorla, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H,0,) 35 %

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tab. 7: Test-Kits

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric):

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutsch-
land

Histoprime HRP- Substrate LinRed IHC

LINARIS Biologische Produkte GmbH, Dossen-
heim, Deutschland

Hydrogen Peroxide Colorimetrc/Fluorometric
Assay Kit:

BioVision Incorporated, Kalifornien, USA
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ImmPRESS ' UNIVERSAL REAGENT KIT (MP-
7500)

Vector Laboratories, Burlingame, California, USA

Tab. 8: Antikdrper

FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human Progester-
one Receptor Clone PgR 636

Dako, Aglient Technologies, Inc., Santa Clara,
Kalifornien

Mouse anti estrogen receptor beta 1 MCA1974

Serotec, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Novocastra Liquid Mouse Monoclonal Antibody
Estrogen Receptor alpha NCL-ER-6F11/2

Leica Biosystems GmbH, NuRloch, Deutschland

Tab. 9: Verbrauchsmaterialien

Aspirationspipetten 2 ml, 10 ml

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Cellstar Tubes 50 ml

Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Gewerbekulturflasche mit Filterschraubver-
schluss 25 cm?

Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Kryo-Rdhrchen 2,0 ml

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Pipette Tip Universal 200 pl

Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Pipettenspitze 1000 pl, 10 pl

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co.
Nimbrecht, Deutschland

Reaction Tubes 1,5 ml

Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Serologische Pipetten 5ml, 10ml, 25ml

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Zellenzahlkammer nach Biirker

Poly-Optik, Bad Blankenburg, Deutschland

Zellkultur Microplatte 96 Well

Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturflasche mit Filter-Schraubverschluss
75¢cm?, 175 cm?

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Zellkulturtestplatte 24 Well

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 mi

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
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Tab. 10: Gerate

Brutschrank Function Line

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land

Gefrierschrank Herafreeze

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land

Glukosemessgerat ecoTwenty

CARE diagnostica Laborreagenzien GmbH, Vo-
erde, Deutschland

Kamera Axiostar plus

Carl Zeiss Werk, Gottingen, Deutschland

Microplate Reader Model 680

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

Mikroskop Olympus CK2-TR

Olympus Europa GmbH,
Hamburg, Deutschland

ORION 3 STAR Benchtop pH meter

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massa-
chusetts

Prazisionswaage Sartorius Basic

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Sterilbox Heraeus HERAsafe ™

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutsch-
land

Vortex-1 Genie Touch Mixer

Scientific Industries, Inc., Bohemia, New York

Zentrifuge Heraeus BIOFUGE pico

Kendro Laboratory Products, Osterode, Germany

Zentrifuge Universal 320 R

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
Deutschland

Tab. 11: Software

Citavi 6, Literaturverwaltung

Swiss Academic Software, Wadenswil, Schweiz

Microplate Manager

Bio- Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Microsoft Excel 2010

Microsoft Corporation, Redmond, Washington

SPSS Statistics 25

IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland
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Ich versichere eidesstattlich durch eigenhandige Unterschrift, dass ich die Arbeit selbststan-
dig und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Alle Stel-
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