Universitat
Rostock

Universitatsfrauenklinik, Universitatsmedizin Rostock

Traditio et Innovatio

(Direktor: Prof. Dr. med. Bernd Gerber)

Vergleichende Untersuchungen zum Einfluss eines
Moringablattextraktes auf hormonrezeptorpositive und
hormonrezeptornegative Mammakarzinomzellen

(MCF-7 und MDA-MB-231)

Dissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin (Dr. med.)
vorgelegt von

Inga Oelbe

geb. am 06.06.1995 in Gehrden

Rostock, Marz 2021

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00003401






Dekan: Prof. Dr. med. univ. Emil C. Reisinger, Universitat Rostock

1. Gutachter: PD Dr. rer. nat. habil. Dagmar-Ulrike Richter, Universitat Rostock,
Universitatsfrauenklinik im Klinikum Stdstadt Rostock

2. Gutachter: Univ.-Prof. Dr. med. Marek Zygmunt, Universitat Greifswald,
Universitatsfrauenklinik Greifswald

3. Gutachter: Prof. Dr. rer. nat. habil. Udo Jeschke, Universitat Augsburg,

Universitatsfrauenklinik Augsburg

Einreichung: Marz 2021

Verteidigung: November 2021



Inhaltsverzeichnis

Symbol- und AbKUirzungsverzeiChnis .......c.cccieeeeeiieeerieiinnneereeeneerrensiereennseerennseessensessssnssessennns |
ZUSAMMENTASSUNEG ceeuveiiiiiiiiiiniiiiiiiirieniiiiiireesseissitiressssssssstresssssssssssseenssssssssssesnsssssssssssnns v
1L 1 - 1
1.1 Das Mammakarzinom der FraU ... icccciiieiee e et e et e e e e e e e e snnrran e e e e e e e eennes 1
1.1.1 Definition und KIassifiKation ...........ooocciiieiiiiiiie e e 1
00 00 A 1 oY T 1= 4 oY o] o ={ < PRSP 3
1.1.3 Tumorgenese und -MetaboliSMUS ......c..eeeiiiiiiie i 4
O T | o] oY =] o PSP 6
O S V=TT o Y1 9
1.1.6 Die Rolle der Pflanzen in der Mammakarzinomtherapie.......cooveeeeieiiiiiccnvveenennnn. 11

00 A o 01V (e T=T) d o Y= {=T o TP UPPPRRRt 13
00 I 310N =T 0 o ¥ PP USRI 13
A S d o] (<] T =Y A=] o] Ko ] S PP UPPPTPPINt 15
1.2.3 Exkurs: Estrogenrezeptoraktivierung durch SERMS.........coooveiiiiiiieiiiiiciciieeee, 16
1.2.4 Estrogenrezeptoraktivierung durch Flavonoide und andere Wirkmechanismen...17
R V=T o (U ]=4 o =T (=1L ST 19

I T T CY W] o 1 =1 =] o PRSP 21
0 0 Y/ (o T g T Y = W o] [T (=T - PRI 21
O T A o 1Y TV T PR 23
IS TS 2 O LU T=Y o= 1 o (PR 24
I 0 B AU | | o R 25
I TN (o T a1 o] =Y o T PSP 26
AT 1 ] (VT o V= U UUPURE 27
2. Material und Methoden ...........reeeiiieeeiiireccrreeerrreeeereeeeeerreasesrenssessenssessennssssenasssees 28
2.1 Herstellung der TestSUDSTANZEN ......coviii i 28

2. 1.1 EXEraktnerSt@IUNE c..uvveeeeee e e e e e s enbraae e 28
2.1.2 Herstellung der Referenzsubstanzen und Kontrollen........cccccceveevveeeeeeieieeccnnnnen, 29

2.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC).......ccceoeviiieiiiiiieecceee e 30
2.3 Verwendete Zelllinien und ZellKUIIVIErUNG ....vveveeiii i, 32
2.3.1 Estrogenrezeptorpositive Zelllinie MCF-7 ........oovei e 32
2.3.2 Estrogenrezeptornegative Zelllinie MDA-MB-231 ......cccvveeieeiieicieeeeee e 34

2.4 VorbereituUng der ZeIItESTS......occccireeeeiie ettt e e e e e e e 35
2.4.1 Bestimmung der Lebendzellzahl ..........ccuveiiiiiiiiiiec e 35
2.4.2 Praparation der Wellplatten .........ooo oo 37

2.5 IMMUNNISEOCNEMIE ... e e e e e e e e e e e aarrreeaeeeeas 38

B SR A=) 1§ = o3P 40
2.6.1 BrdU-ZellproliferationStest.......ccvveeieeiiiiiiiiieeeeee e e e s e 40
2.6.2 Neutralrot-ZellviabilitAtstest ........ueeeeeiiiieicee e 42
2.6.3 CellTiter-Glo-ZellviabilitatStest ... .uuuieeiiiieeceeee e e 43

2.6.4 CytoToX-Glo-ZytotOXiZIitAtStESt. .. uuieieee e 45



2.6.5 Messung der Glucose- und Lactatkonzentration und des pH-Wertes.................... 46

2.7 AUSWEITUNE eI ZEIESTS....ccciieetireieeei ettt e e e s ee e e e e e e e e s abrraeeeeeeens 47

TR 1= o7 41T 49
3.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC).......cccooiiiieeeiiiee e, 49
32 1 210 Y01 0 g T Ey ool a =T o o 11 51
3.3 Ergebnisse der ZellteStS. ..o 53
3.3.1 BrdU-ZellproliferationStest.......cccveeieei it e e e 53
3.3.2 Neutralrot-ZellvViabilitatSteSt .....ceeueiee e 55
3.3.3 CellTiter-Glo-ZellviabilitatStest ... .uuvveeiiieeeceiee e 56
3.3.4 CytoToX-Glo-ZytotOXiZItAtStESt. .. uuieiee e 57
3.3.5 Messung der Glucose- und Lactatkonzentration und des pH-Wertes.................... 59

4. DiSKUSSION ..ceevrreerennnnnnnnnisisiisiisisissssnnsinsiisnniineenessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 61
4.1 Diskussion der High Performance Liquid Chromatography (HPLC) .....cccoceveeveeeeeinnnnneen. 61
4.2 Diskussion der ImmunhistOChemMIE ........eeveiiiiiiciieee e 61
4.3 DiskusSion der ZEIESES ......uviiieiiei et ee e e e e e e e et e e e e e e anaaaees 62
4.3.1 BrdU-ZellproliferationStest..........ccocciiiiiiiciiee et 62
4.3.2 Neutralrot-Zellviabilitatstest ........ccociieieiciiee e 63
4.3.3 CellTiter-Glo-Zellviabilitatstest......cccurieieeiiee e 64
4.3.4 CytoTOX-GlO-ZytotOXiZItAtSTOST .. eeiiiiiiee it 66
4.3.5 Messung der Glucose- und Lactatkonzentration und des pH-Wertes.................... 66

4.4 Ubersicht zur Wirkung des Moringablattextraktes..........cccceevivveeviriveeeeeeereeeeeereeenens 67

5. MethodenkKritiK ....cceieiieniiiiiniiiiiiniiiiiiiciiieiinienieiieeisiessiesiensssiensssessssssssensssssses 71
IR T o o] 73
Thesen der DisSertation ........ccuviiiiiiiiiiiineeiiiiiursss s saes 75
[ T] o111 & N o F RNt 76
(0] o 1= 4 £ P U ORI 77
Literaturverzeichnis.. ... s s s s s assssssssssssssses 78
PiX o] 11 Lo [T T-d3 V=T o =T Tol o1 113 87
LI L= =T V=T = T o o 88
D F 141 T - 89
SelbststandigkeitSerklarung ........covveeiiiiiiiiiircrrrercr e rene e re e s s e na s e senassannes 90

P4V o] o L= o Ve [ PP 91



Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

+ plus, und

< kleiner als

> groRer als

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

pl Mikroliter

UM Mikromolar

AAF Alanyl-alanyl-phenylalanyl-aminoluceferin

AF-1 Aktivierungsfunktion 1

AF-2 Aktivierungsfunktion 2

Ag Antigen

Ak Antikorper

Akt Proteinkinase B

AMP Adenosinmonophosphat

Apaf-1 Apoptotic protease-activating factor 1

ATCC American Type Culture Collection

ATLAS »Adjuvant Tamoxifen: Longer Against Shorter”-Studie

ATP Adenosintriphosphat

ATPase Adenosintriphosphatase

AU Absorbance Unit

AWMEF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften

BASC BRCA1l-associated genome surveillance complex

Bcl-2-Protein B-cell-lymphoma-2-Protein

BET Brusterhaltende Therapie

BIRADS Breast Imaging Report and Data System

BRCA1 Breast Cancer gene 1

BRCA2 Breast Cancer gene 2

BrdU 5-Brom-2-desoxyuridin

bzw. beziehungsweise

C18 18-Kohlenstoff

ca. circa

CDH1 Cadherin-1

CO, Kohlenstoffdioxid

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CYP Cytochrom P450

DIN duktale intraepitheliale Neoplasie

DCIS duktales Carcinoma in situ

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNMT DNA-Methyltransferasen

EDso Effektive Dosis, bei der 50 % der Individuen den erwiinschten thera-

peutischen Effekt zeigen



Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

EGCG
EGF
ELISA
ER
ER -
ER +
et alii
e.V.
FDG
FKS
FSH

g

gef.
GnRH

h

H,O
H,0;
H2S04
HDAC
HER2/neu
HIF1
HIV
HPLC
hTERT
IGF-1

I

lat.

LDL

LH

LIN
LucPpe2
LucPpy
M
MCEF-7
MDA-MB-231

mg
Mg2+
min
miRNA
ml
mmol
mTOR
MTT

NAD
NGS
nm

Epigallocatechingallat

epidermal growth factor
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Estrogenrezeptor
estrogenrezeptornegativ
estrogenrezeptorpositiv

und andere

eingetragener Verein
Fluordesoxyglucose

Fetales Kdlberserum
Follikelstimulierendes Hormon
Gramm

gegebenenfalls
Gonadotropin-Releasing-Hormon
Stunden

Wasser

Wasserstoffperoxid
Dihydrogensulfat, Schwefelsdure
Histon-Deacetylasen

human epidermal growth factor receptor 2
hypoxia-inducible factor 1

Humanes Immundefizienz-Virus

High Perfomance Liquid Chromatography
human telomerase reverse transcriptase
Insulin-like growth factor 1

Liter

lateinisch

Low-density Lipoprotein
Luteinisierendes Hormon

lobuldre intraepitheliale Neoplasie
Luciferase Photuris pennsylvanica 2
Luciferase Photinus pyralis

Molar

Michigan Cancer Foundation-7 (Mammakarzinomzelllinie)

Monroe Dunaway Anderson-Mammary Breast-231 (Mammakarzinom-

zelllinie)

Milligramm

Magnesium (2-fach positiv geladenes lon)
Minuten

Mikro Ribonukleinsaure

Milliliter

Milimol

mechanistic target of rapamycin

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Anzahl der Testdurchgange
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Next Generation Sequencing
Nanometer



Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis 1

NST
0))
PALB2
PBS
PET
PI3K
POD
PR

PR -
PR +
PTEN
p-Wert
RKI
RNA
ROS
rpm
RR

RT

SD
SERM
SGLT1
s. 0.
sog.
STK11
S. u.
TMB
TNM
TP53
u. a.
UGT
USA
uv

No Special Type

Sauerstoff (Molekdl)

Partner and localizer of BRCA2
Phosphate Buffered Saline
Positronen-Emissions-Tomographie
Phosphoisonitid-3-Kinase
Peroxidase

Progesteronrezeptor
progesteronrezeptornegativ
progesteronrezeptorpositiv
phosphatase and tensin homolog
Signifikanzwert
Robert-Koch-Institut
Ribonukleinsaure

Reactive Oxygen Species

rounds per minute

Relatives Risiko

Raumtemperatur
Standardabweichung

Selektiver Estrogen-Rezeptor-Modulator
sodium-glucose co-transporter 1
siehe oben

sogenannt

Serin/Threonin Kinase 11

siehe unten

Tetramethylbenzidin

Tumor, Nodus, Metastasen

flir das Tumorsuppressorprotein p53 codierendes Gen
unter anderem
Uridin-5'-diphospho-glucoronosyltransferase
United States of America
ultraviolett

zum Beispiel



Zusammenfassung v

Zusammenfassung

Brustkrebs stellt in den westlichen Landern die haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau
dar. Zunehmende Resistenzentwicklungen sowie fiir Patientinnen schwer ertragliche Neben-
wirkungen bereits etablierter Medikamente geben Anlass dazu, nach neuen potenziell
antitumoralen Pharmaka zu suchen. Phytoestrogene aus der Natur zeigten sich sowohl durch
ihre Bindung am Estrogenrezeptor-beta als auch Gber andere Wirkmechanismen zytotoxisch
gegen Tumorzellen der Brust und anderer Ausgangsgewebe.

Diese Forschungsarbeit untersucht den Einfluss eines Extraktes der Blatter des Moringa
oleifera-Baumes als Vielstoffgemisch auf eine hormonrezeptorpositive (MCF-7) und eine
hormonrezeptornegative (MDA-MB-231) Mammakarzinomzelllinie. Nach der immunhisto-
chemischen Bestatigung des Rezeptorstatus der Zellen wurde der Moringablattextrakt auf
Ethanolbasis mittels Mikrowellenverfahren angesetzt. Mittels High Performance Liquid
Chromatography gelang der qualitative Nachweis der im Extrakt enthaltenen Folsdure, sowie
den Flavonoiden Quercetin und Rutin. Als Testsubstanzen fir die Zelltests wurden nun der
Moringablattextrakt in verschiedenen Verdiinnungsgraden, die Referenzsubstanzen Folsaure,
Quercetin und Rutin, sowie als Negativkontrolle Tamoxifen und der aktive Metabolit Endoxi-
fen und als Positivkontrolle Estradiol mit entsprechenden Kontrollen der L&sungsmittel
festgelegt.

Vier ausgewahlte Zelltests sowie metabolische Untersuchungen konnten Zellproliferation und
Zellviabilitat nach jeweils 24-stlindiger Inkubation der Testsubstanzen quantifizieren. Hierbei
zeigte sich flir den Moringablattextrakt insgesamt eine deutliche, dosisabhdngige Wirkung auf
beide Zellreihen. Diese war mal auf die eine, mal auf die andere Zellreihe etwas starker aus-
gepragt, weshalb nicht von einer rein estrogenrezeptorabhdngigen Wirkung ausgegangen
werden kann. Die Wirkung von Quercetin und Rutin war insgesamt weniger einflussreich, aber
auf die MCF-7-Zelllinie im Vergleich zur anderen Zelllinie merklicher. Die proliferationsfor-
dernde Tendenz von Folsaure war nur einmalig auf die MCF-7-Zellen signifikant.

Die Interpretation und Einordnung der Ergebnisse in das aktuelle Forschungsbild legen nahe,
dass der zytotoxische Effekt des Moringablattextraktes nicht ausschlieBlich durch die drei
definierten Referenzsubstanzen hervorgerufen wird, sondern auf einem oder mehreren der
vielzahligen anderen Bestandteile beruht. Die Flavonoide mdgen maRgeblich iber die Bindung
an den Estrogenrezeptor-beta wirken. Die fiir die Wirkung des Moringablattextraktes verant-

wortlichen Substanzen entfalten ihren Einfluss dagegen eher weniger liber eine solche



Zusammenfassung Vv

Rezeptorbindung, wobei eine synergistische Wirkung als Vielstoffgemisch anzunehmen ist.
Hier konnten weitere Untersuchungen anschlieffen und jene Bestandteile, die fiir die ausge-
pragte Extraktwirkung ausschlaggebend sind, entschlisseln.

Es wird deutlich, dass Moringa oleifera in Form des Ethanolextraktes zytotoxisch auf beide
untersuchten Mammakarzinomzellreihen wirkt. Inwiefern im Xenograft Mausmodell oder
letztlich klinisch eine subkutane Applikation antitumoral wirkt oder Nebenwirkungen von

etablierten Zytostatika lindert, bleibt in weiterfiihrenden Forschungen zu differenzieren.
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1. Einleitung

Die im Rahmen dieser Dissertation angestellten Untersuchungen sind Teil einer Forschungs-
frage im Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock, die sich damit beschaftigt,
inwieweit Pflanzen als Vielstoffgemische aus der Natur der Wirkung auf Tumorzellen von in
der Literatur beschriebenen Phytoestrogenen dhneln oder diese noch Gbertreffen.

Im Folgenden mdéchte ich das Mammakarzinom vorstellen und die Relevanz in der deutschen
und internationalen Gesellschaft verdeutlichen. AnschlieRend werde ich die groRe Gruppe der
Phytoestrogene einfilhren und antikanzerogene Prospektiven darlegen. Im Weiteren werden
Moringa oleifera illustriert und ausgewahlte darin enthaltene Bestandteile — zu denen auch
genannte Phytoestrogene zdhlen — genauer beleuchtet, um die verwendeten Testsubstanzen
darzulegen. Die benutzten Zellreihen unterscheiden sich in dem Vorhandensein des Estrogen-
rezeptors, wodurch die Beobachtung gelingen soll, ob oder inwiefern der selbst hergestellte
Moringablattextrakt Einfluss auf das Zellwachstum anhand einer phytoestrogenen Wirkung

entfaltet.

1.1 Das Mammakarzinom der Frau

1.1.1 Definition und Klassifikation

In der Medizin wird unter dem gemeinhin als Krebs bezeichneten Phanomen die unkontrol-
lierte Zellvermehrung und das wuchernde Wachstum von Zellen verstanden, was zu
Gewebsneubildungen und bei Malignitat zu Metastasierung flihrt [43].

Unter den malignen Tumoren der Frau in den westlichen Landern ist das Mammakarzinom
das hadufigste [28]. Es manifestiert sich im peripheren duktulo-lobuldren Parenchym der
Mamma und es werden Subtypen zunachst anhand des Ausgangsgewebes in solche ohne und
mit speziellem Typ unterschieden: das invasive duktale Karzinom ohne speziellen Typ (engl.
no special type, NST) geht von den Epithelzellen der Milchgange aus und macht mit 65-80 %
die groflte Untergruppe aus. Zu den invasiven Karzinomen mit speziellem Typ zahlt das
invasive lobuldre Karzinom, welches aus den Driisenlappchen entsteht und mit 10 % die
nachstgroRere Untergruppe darstellt. Die anderen ca. 20 Subtypen wie u. a. papillare,

medulldre und adenoid-zystische Karzinome sind seltener [97].
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Dariiber hinaus kategorisiert man, wie bei anderen Tumorarten auch, nach der TNM-
Klassifikation die GroRe des Primartumors nach Invasivitdt sowie das Ausmal der Metastasie-
rung nach dem Nodalstatus und dem Vorhandensein von Fernmetastasen [28, 97].

Betrachtet man prognostische Faktoren, so spielt der axillare Lymphknotenstatus eine groRe
Rolle, da dieser direkt mit der GréRe des Tumors sowie der Rezidiv- und Uberlebensrate kor-
reliert. Die Exstirpation und pathologische Untersuchung des Sentinel-Lymphknoten halt
dabei eine Indikatorfunktion inne, wobei bei einem negativen Befund eine ausgedehnte Axil-
ladissektion nicht notwendig ist [97]. Das histologische Grading aller invasiven Karzinome soll
laut der S3-Leitlinie anhand von Biopsien oder Operationspraparaten nach Elston und Ellis
(Modifikation des Bloom und Richardson-Grading) erfolgen, bei dem semiquantitativ Kernpo-
lymorphien, tubuldre Strukturen und Mitosen fir die Einteilung in gut (G1, geringer
Malignitatsgrad), maRig (G2, maRiger Malignitdtsgrad) oder schlecht differenziert (G3, hoher
Malignitatsgrad) bericksichtigt werden [32, 70, 97]. Der Proliferationsindex Ki-67 beruht auf
dem Antikdrpernachweis des in sich teilenden Zellen auftretenden nukledren Proteins Ki-67,
welches eine prozentuale Angabe mitotischer Zellen méglich macht, wobei hohe Werte
> 25 % flir aggressive Malignitat sprechen und genauso wie niedrige Werte < 10 % in die The-
rapieentscheidung mit einflieRen sollten [28, 70, 82, 97]. Dieser Parameter geht zusammen
mit dem Rezeptorstatus in die Klassifikation der intrinsischen Subtypen nach dem St. Gallen
Konsensus von 2013 ein, welche ein Jahr spater von der Maildndischen Forschergruppe um
Maisonneuve et alii in Teilen modifiziert wurde (Tabelle 1) [39, 81, 82]. Die Bezeichnungen

Luminal und Basal gehen auf Keratin-Expressionsmuster zuriick [60].

Luminal A Luminal B HER2/neu Basal
Uberexpres-  (triple-
sion negative)
Haufigkeit ca. 50 % ca.20% ca.20% ca.10%
Hormonrezeptor ER +, PR+ ER+, PR-/+ ER -, PR - ER -, PR -
HER2/neu- HER2 - HER?2 - HER2 + HER2 + HER?2 -
Rezeptor
Ki-67 Proliferati- Ki67 <14 % Ki-67>20%  Ki-67
ons-index oder oder und
Ki-67 14-19 % Ki-67 14-19 % PR belie-
und und PR-/ big
PR>20% <20%
Tabelle 1: Klassifikation der intrinsischen Subtypen des Mammakarzinoms modifiziert nach St.

Gallen 2013, Maisonneuve et alii 2014 sowie Kloppel et alii 2013 [39, 60, 81].
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Die immunhistochemische Charakterisierung anhand des Rezeptorstatus bildet die Grundlage
flir Therapieoptionen und ist prognoseentscheidend. Hierbei gilt die endokrine Sensitivitat bei
einem Anteil von > 1 % estrogenrezeptorpositiven (ER +) und/oder progesteronrezeptorposi-
tiven (PR +) Tumorzellen als nachgewiesen; diese gehen mit einer besseren Prognose einher
als rezeptornegative (ER -, PR -), da der positive Rezeptorstatus ein pradiktiver Faktor fir ein
Ansprechen auf eine endokrine systemische Therapie darstellt [28, 97].

Eine Uberexpression des human epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu, c-erb-b2),
einem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), derin ca. 15-25 % aller Mammakarzinome positiv
ist, ist mit einem aggressiven Krankheitsverlauf, aber auch dem Ansprechen auf eine Therapie
mit dem spezifischen Antikorper Trastuzumab (Herceptin) assoziiert [97, 124]. Die triple-
negativen Tumore, die weder ER oder PR noch den HER2/neu-Rezeptor exprimieren (Tabelle
1), bieten keinen Ansatz fiir eine rezeptorabhangige Therapie und gehen in ca. 20 % der Fille

mit einer genetischen Mutation im Breast-Cancer-Gen-1 (BRCA1) einher [40].

1.1.2 Epidemiologie

Den derzeit aktuellen statistischen Erhebungen des Robert-Koch-Instituts und der Gesell-
schaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. ist zu entnehmen, dass
Brustkrebs mit 29,5 % anteilig an allen Krebsneuerkrankungen der Frau den grofSten Stellen-
wert hat. Damit steht diese Tumorentitat noch weit vor den darauffolgenden wie Darm- mit
11,1 % und Lungenkrebs mit 9,2 % [28, 145]. Im Jahr 2016 erkrankten 68.950 Patientinnen
neu, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 64 Jahren lag. 18.570 Patientinnen erlagen
den Folgen ihres Tumorleidens in diesem Jahr. Nach Eingliederung des Mammographie-
Screenings 2005 war die Inzidenz der Brusttumore — typisch fir die Etablierung einer solchen
Malinahme — erst angestiegen und danach langsam wieder gesunken. Die hohe Sensitivitat
der Diagnostik ermoglicht ein friihzeitiges Erkennen von Tumorvorstufen und eine Therapie
dieser, bevor eine weitere Ausbreitung stattfindet. Dies zeigt sich darin, dass inzwischen we-
niger Frauen in entsprechender Altersgruppe an fortgeschrittenen Tumoren erkranken als
noch vor Einflihrung des Screenings [145]. Das Lebenszeitrisiko einer Frau in Deutschland an
Brustkrebs zu erkranken betrdagt 12,8 %, jede achte Frau ist also im Laufe ihres Lebens von
dieser Erkrankung betroffen [70].

Weltweit wurde 2018 die Zahl der Neudiagnosen von Brustkrebs bei Frauen auf 2,1 Millionen

geschatzt. In der internationalen Ubersicht wird beim Vergleich der Brustkrebsinzidenzen im
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Jahr 2018 deutlich, dass in den USA und Nord- sowie West-Europa mit 84,8 bis 92,6 Fallen je
100.000 Frauen deutlich mehr Frauen an Brustkrebs erkranken als in asiatischen und afrikani-
schen Gegenden wie etwa in Ost-Asien mit 39,2 Fallen und Std-Zentral-Asien mit 25,9 Fallen
je 100.000 Frauen. Die Mortalitat variiert hierbei dagegen nicht so stark und liegt insgesamt
zwischen 12 und 16 Sterbefallen je 100.000 Frauen, lediglich Ost-Asien respektive Japan sticht
mit 8,6 Sterbeféllen je 100.000 Frauen heraus [15].

AnstolS flir weitere Forschungsarbeiten gaben epidemiologische Untersuchungen, die zeigten,
dass das Brustkrebsrisiko bei Tochtern asiatischer Einwanderer tber die Generationen auf das
Niveau der in den USA geborenen weillen Frauen anstieg [148]. Auch ist zu beobachten, dass
in Schwellenlandern die Brustkrebsinzidenz steigt [15]. In diesem Zusammenhang wurde
unter anderem die phytoestrogenreiche Erndhrung in asiatischen Landern als protektives

Element diskutiert [90, 119, 141, 148].

1.1.3 Tumorgenese und -metabolismus

Die Entstehung von Krebs ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem die verschiedenen Schritte
grob in Initiation, Promotion und Progression unterschieden werden kénnen. Wahrend der
physiologischen DNA-Replikation entstehen kontinuierlich akzidentelle Basenfehler, die von
DNA-Reparaturproteinen korrigiert werden [43]. Aufgrund exogener Faktoren (z. B. mutagene
Umwelteinfllsse, ionisierende Strahlung, Ernahrung) und endogener Faktoren (z. B. gene-
tische Veranderungen von Tumorsuppressorgenen wie BRCA1 und BRCA2 sowie p53,
Hormonhaushalt, Immunsuppression) kann dieses Gleichgewicht gestért werden, sodass
DNA-Schaden in einer Zelle akkumulieren [43, 63]. Infolgedessen teilt sich die Zelle unkontrol-
liert und es entsteht malignes Zellwachstum [43]. Beim Mammakarzinom geschieht diese
Entwicklung in Epithelzellen des Brustgewebes, spezifische Einflisse hierauf werden im
Kapitel 1.1.4 ndher beleuchtet.

Mutierte Zellen verfligen lber die Fahigkeit, unabhangig von Wachstumsfaktoren und unemp-
findlich gegenliber Wachstumsinhibitoren Gewebe zu invadieren und zu metastasieren, wobei
das Potenzial zur Replikation unbegrenzt ist und anhaltend Angiogenese betrieben sowie
Apoptose vermieden wird [63]. Die zugrundeliegenden Mechanismen, die die Zellen zu die-
sem Konnen befidhigen, bieten Angriffspunkte in der Tumortherapie.

Die maligne Transformation einer gesunden Zelle bringt auch verschiedene metabolische Ver-

anderungen mit sich. Charakteristisch hierfiir ist der sogenannte Warburg-Effekt, der einen
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Wechsel der hauptsachlichen ATP-Synthese mittels oxidativer Phosphorylierung hin zur Gly-
kolyse beschreibt [17]. Diese lauft in normalen Zellen als anaerobe Glykolyse unter
sauerstoffdefizitaren Zustanden ab, wahrend sie in Tumorzellen unabhangig von Sauerstoff-
konzentrationen und somit auch aerob zum Einsatz kommt. Das Resultat dieser Entwicklung
ist die vermehrte Produktion von Lactat und aufgrund der geringeren Effizienz der ATP-
Bildung mittels Glykolyse bei zeitgleich gesteigerter Zellteilung ein erhéhter Bedarf an Glucose
[17, 22]. Die Glucoseaufnahme ist um das flinf- bis zehn-fache erh6ht und bietet so beispiels-
weise auch die Grundlage fiir die Detektionsmoglichkeit von Tumoren mittels Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) anhand der Aufnahme von radioaktiv markierter Fluor-
desoxyglucose (FDG) [22].

Der oben beschriebene Effekt sowie weitere metabolische Veranderungen, wie die vermehrte
Synthese von Makromolekilen (Kohlenhydrate, Proteine, Fette, Nukleinsdauren) und die in-
tensivierte Aufrechterhaltung des Redoxstatus werden (ber verschiedene Signalwege
reguliert. Dazu gehort beispielsweise der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg, der unter anderem bei
Mutation von Tumorsuppressorgenen wie PTEN (phosphatase and tensin homolog) aktiviert
wird und Wachstums- und Uberlebenssignale fiir Tumorzellen bereitstellt. So kann die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Gber die Phosphorylierung von Membranlipiden die Protein-
kinase B (Akt) aktivieren, welche als Protoonkogen nicht nur Apopotosemechanismen hemmt
und Proliferation fordert [17]. Sie erhoht ebenso die Expression von Glucosetransportern und
aktiviert verschiedene glykolytische Enzyme; liber die Kinase mTOR (mechanistic target of ra-
pamycin) wird neben anderem aulerdem auch unter Normoxie der Transkriptionsfaktor HIF1
(hypoxia-inducible factor 1) aktiviert, welcher die glykolytischen Entwicklungen vorantreibt
(17, 22].

Die vermehrte Bildung von Lactat und reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) geht mit einer sauren
Mikroumgebung der Tumorzellen einher, vor der sie sich iber komplexe Anpassungsmoglich-
keiten wie eine vermehrte Produktion von NADPH und Glutathion schitzen [17].

Die im Rahmen dieser Dissertation ausgewahlten Zelltests machen sich diese Zustidnde
zunutze und untersuchen Viabilitat und Proliferation anhand verschiedener Marker wie der
ATP-Menge, der Membranintegritdt der Lysosomen, der DNA-Synthese und einer zytotoxi-
schen Protease. Aullerdem wird der Metabolismus anhand der Bestimmung von Glucose,

Lactat und pH-Wert untersucht.
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1.1.4 Risikofaktoren

Die Entstehung eines Mammakarzinoms ist ein Zusammenspiel komplexer Faktoren. Als wich-
tigster populationsbezogener Risikofaktor ist das fortgeschrittene Alter zu nennen. Die
Altersgruppe 70-74 Jahre hat dabei ein 17-mal so hohes Risiko (Relatives Risiko = RR 17) fir
die Entstehung eines Mammakarzinoms wie die Altersgruppe 30-34 Jahre [71]. Weitere Fak-
toren lassen sich in die Kategorien genetisch, hormonell, toxisch sowie vorausgehende
Gewebeveranderungen der Brust unterteilen. Diese werden im Folgenden naher erlautert.

e genetisch

Ca. 10-30 % der Mammakarzinome zeigen anamnestisch eine familiare Haufung, aber nur
5-10 % kdnnen auf ein ursachlich vererbtes Gen zuriickgefiihrt werden [3, 71]. Dabei gibt es
autosomal dominant vererbte Gene mit hoher Penetranz (RR > 10), von denen BRCA1 und
BRCA2 als wichtigste Vertreter zu nennen sind [3, 16]. BRCA1 codiert auf Chromosom
17q21.31 fir ein zellzyklusregulierendes Protein, welches als Tumorsuppressor im Komplex
mit anderen arbeitet (BRCAl-associated genome surveillance complex, BASC) [3]. Im Sinne
der Zweischritthypothese ist es bei einer Mutation und dem gleichzeitigen Verlust des 2. nor-
malen Allels (z. B. durch eine grofRere Deletion) mit einem Risiko von 57-65 %, vor dem 70.
Lebensjahr an Brustkrebs zu erkranken, assoziiert [3, 16, 116]. Dartiber hinaus ist das Risiko
flir weitere Karzinome erhéht. BRCA2 codiert auf Chromosom 13q13.1 fiir ein DNA-Reparatur-
Protein, welches ebenfalls im Multiproteinkomplex fungiert (BRCA1-PALB2-BRCA2-complex)
und bei einer Mutation mit einem Risiko von 45-55 %, vor dem 70. Lebensjahr an Brustkrebs
zu erkranken, behaftet ist. Auch hierbei ist das Risiko flir andere Karzinome erhdht. AuRerdem
sind die folgenden Gene fiir eine hohe Penetranz bekannt: TP53 (Li-Fraumeni-Syndrom,
Lebenszeitrisiko fir Brustkrebs 25-79 %), PTEN (Cowden-Syndrom, Lebenszeitrisiko fir Brust-
krebs 25-85 %), STK11 (Peutz-Jeghers Syndrom, Lebenszeitrisiko fiir Brustkrebs 32-54 %) und
CDH1 (Hereditary Diffuse Gastric Cancer, HDGC, Risiko 39-52 % fir lobuldren Brustkrebs bis
zum 80. Lebensjahr). Auf die brustkrebsverursachenden Gene mittlerer bis niedriger Pene-
tranz (RR 1-5) (PALB2, BRIP1, ATM, CHEK2, BARD1, RAD51C, NF1 u. a.) sei hier nicht ndher
eingegangen. Dank des zunehmenden Einsatzes des Next Generation Sequencing (NGS) als
schnelle Technologie zur Sequenzierung des Genoms bleibt zu erwarten, dass immer mehr
Genloci ursachlich fiir die familiaren Mammakarzinome ins Licht der Forscher gelangen

werden [3].
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e hormonell
Zahlreiche Studien und Metaanalysen legen nahe, dass reproduktive Funktionen fiir die Atio-
logie des Mammakarzinoms von zentraler Bedeutung sind, wobei die Gesamtdauer der
Estrogenexposition von besonderer Relevanz ist. Bei Vorliegen von Adipositas ist bei post-
menopausalen Frauen ein sicherer Zusammenhang nachgewiesen, der bei einem BMI > 30,7
ein relatives Risiko von 1,6 beschreibt. Ursachlich dabei ist die gesteigerte Aromatase-Aktivitat
im peripheren Fettgewebe, die die Vorstufen Testosteron und Androstendion in die Estrogene
Estradiol und Estron umwandelt [69].
Die Sexualhormonsynthese findet bei pramenopausalen Frauen groRtenteils in den Ovarien
statt, sodass ebendiese bei langer Phase uneingeschrankter Ovarfunktion mit einem erhdhten
Mammakarzinomrisiko assoziiert ist; postmenopausal dagegen werden diese Hormone haupt-
sachlich wie oben genanntim peripheren Fettgewebe synthetisiert [69]. So ist bei einer friihen
Menarche vor dem 12. Lebensjahr, einer spaten Menopause nach dem 55. Lebensjahr, einer
spaten Graviditat nach dem 30. Lebensjahr oder gar keiner Graviditdt sowie ohne Laktations-
phasen das relative Risiko jeweils um Werte zwischen 1,4 und 3,5 erhdht [69, 116]. Hinweise
fiir eine risikobehaftete erhohte Estradiolkonzentration im Serum kénnen in Mammographie-
aufnahmen gefunden werden: diese korreliert dort nachweislich mit einer hohen Dichte
(> 75 %), was mit einem 6-fach erhohten Risiko (RR 6) im Vergleich zu einer 0 %-igen Dichte
einhergeht [69].
Als weiteren Punkt der hormonellen Risikofaktoren fiir die Entstehung des Mammakarzinoms
ist die Einnahme von Hormonen als Medikamente zu nennen. Hormonelle orale Kontrazeptiva
steigern das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, um RR 1,25-3,3 signifikant bei einem Einnah-
mebeginn vor dem 20. Lebensjahr. AuBerdem ist eine zeitabhadngige Risikosteigerung zu
beobachten, die bei 10- bis 14-jahriger Anwendung am hochsten ausfallt [69].
Uber postmenopausale Hormonersatztherapie ldsst sich nach der Studie mehrerer Metaana-
lysen sagen, dass das Brustkrebsrisiko bei aktiven Einnehmerinnen von Estrogen-Progesteron-
Praparaten erhoht ist, wobei auch hier eine zeitabhangige Risikosteigerung erkennbar ist [59,
69]. Ab einer Einnahmedauer von fiinf Jahren ist das relative Risiko auf Werte von 1,3-2 er-
hoht. Bei reiner Estrogentherapie dagegen weniger, wobei auch hier eine Zeitabhangigkeit zur
Diskussion steht [69]. Dies macht deutlich, dass auch das Steroidhormon Progesteron an der
Mammakarzinogenese beteiligt sein muss, wenngleich hierbei noch Forschungsbedarf be-

steht. Bisherige Untersuchungen dazu zeigten, dass mit der malignen Transformation von
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Brustkrebszellen ein Wechsel von parakrin zu autokrin Progesteron-vermittelter Aktion
einhergeht, der die Proliferation der Zellen antreibt. AuBerdem werden proliferations-
fordernde Signalwege aktiviert, wie etwa der in dem Kapitel zur Tumorgenese erwahnte
PI3K/Akt-Signalweg (Kapitel 1.1.3) [59].
Insgesamt lasst sich sagen, dass die Parameter Zeit und Dosis Einfluss auf das Ausmal’ der
Estrogen- und auch Progesteronwirkung nehmen und tGlber mehrere Wege beeinflusst werden
kdnnen.

e toxisch
Als gefahrdende Noxe ist hier eine Strahlenexposition des Thorax im Kindes-, Jugend- und
friihen Erwachsenenalter zu erwdhnen [28]. In den westlichen Industrienationen kénnen zwar
ca. 30 % der Krebserkrankungen auf das Rauchen zuriickgefiihrt werden, doch wird der Ein-
fluss auf die Mammakarzinogenese noch kontrovers diskutiert [69]. Als dritten Risikofaktor sei
hier der Alkoholkonsum aufgefiihrt: bei hohem Alkoholkonsum von > 45 g Alkohol/Tag ist das
Risiko 1,46-mal so hoch ein Mammakarzinom zu bekommen wie ohne Konsum (RR 1,46); ab
30 g Alkohol/Tag sind bereits leichte Risikoanstiege nachweislich [28, 69].

e vorausgehende Gewebeverdanderungen der Brust
Vor allem Risikoldasionen mit oder ohne Atypien, sowie ein kontralaterales Mammakarzinom
erhohen das Risiko fiir ein (weiteres) Mammakarzinom [28, 51]. Zu diesen Risikoldsionen ge-
hort zum einen die lobuldre intraepitheliale Neoplasie (LIN), welches das Risiko fiir ein
lobuldres Karzinom um den Faktor 8,0 erhdht (RR 8) und in der Regel exzidiert wird. AuBerdem
fallt darunter auch die duktale intraepitheliale Neoplasie (DIN) oder auch DCIS (duktales
Carcinoma in situ) genannt, von dem alle Stufen 1-3 ein relatives Risiko von 10,0-12,0 fiir den
Ubergang in ein invasives duktales Karzinom aufweisen und mit operativer Entfernung und

Nachbestrahlung behandelt werden [7, 60].
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1.1.5 Therapie

In der Therapie von Mammakarzinomen gibt es im Wesentlichen drei Sdulen: die Operation,
die Bestrahlung sowie die medikamentdse Therapie. Anhand verschiedenster Kriterien wird
heute die komplexe Therapie im Einzelfall interdisziplinar in einer Tumorkonferenz nach aktu-
ellen Leitlinien angepasst. Vereinfacht betrachtet wird bei einem lokal begrenzten Stadium
primar eine brusterhaltende Operation mit neoadjuvanter oder adjuvanter medikamentdsen
Therapie sowie adjuvanter Radiotherapie angestrebt. Handelt es sich bei der Diagnosestellung
bereits um ein lokal fortgeschrittenes oder fernmetastasiertes Stadium, so steht eine neoad-
juvante medikamentdse Therapie mit anschlieRender Operation (BET, Mastektomie mit ggf.
Axilladissektion) bzw. eine alleinige systemische medikamentdse Therapie im Vordergrund
[28].

Zur medikamentosen Therapie zdhlen die Chemotherapie, die Antikdrper-Therapie und die
hormonelle Therapie. Wahrend bei adjuvanter Anwendung eine Fernmetastasierung verhin-
dert werden soll, wird bei neoadjuvanter Therapie neben diesem Zweck auerdem die
operative Aggressivitat durch eine praoperative Tumorreduktion vermindert und es erfolgt
gewissermalien eine in vivo-Testung der verwendeten medikamentdsen Therapie mit histolo-
gischer Evaluation im Anschluss [12].

Aus der Gruppe der Chemotherapeutika kommen Anthrazykline (z. B. Epirubicin), Taxane
(z. B. Docetaxel) und Cisplatin zum Einsatz, welche beispielsweise bei triple-negativen Tumo-
ren die einzige medikamentose Therapieoption darstellen [7, 24].

Als Antikdrper-Therapie werden Lapatinib, Bevacizumab und Trastuzumab bei Mammakarzi-
nomen mit einer Uberexpression des HER2/neu-Rezeptors verwendet [7].

Die Hormontherapie umfasst verschiedene Stoffgruppen und wird bei nachgewiesenen
Estrogen- und Progesteronrezeptoren in den Tumorzellen adjuvant oder im metastasierten
Stadium eingesetzt [7]. lhre Vertreter verfolgen das gemeinsame Ziel der Senkung des
Estrogenspiegels: die Aromatase-Inhibitoren (z. B. Anastrozol, Exemestan) hemmen die lokale
Estrogensynthese, indem sie die Umwandlung von Androgenen in Estrogene vermindern [7,
69]. Gonadotropin-Releasing-Hormon-(GnRH-)Agonisten (z. B. Goserelin, Triptorelin) wirken
insofern auf die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse, als dass sie bei kontinuierlicher
Verabreichung tber eine Desensitisierung von GnRH-Rezeptoren in der Hypophyse und folgli-
cher Hemmung der Gonadotropinsekretion (LH, FSH) eine reduzierte Sexualhormonbildung

bewirken [7, 36]. Ein weiteres Medikament der Hormontherapie ist Fulvestrant. Dies blockiert
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direkt den zellularen Estrogenrezeptor und ist flir postmenopausale Patientinnen zugelassen
[7]. Der genaue Wirkmechanismus der selektiven Estrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) wie
Tamoxifen wird spater Gegenstand des Abschnitts tber die Estrogenrezeptoraktivierung sein
(Kapitel 1.2.3). Hier sei aber gesagt, dass sie Uber einen kompetitiven Antagonismus des
Estrogenrezeptors die Proliferation von Brustkrebszellen hemmen und die TumorgroRe redu-
zieren [7, 53, 69]. Im Schnitt betragt die Ansprechrate 30-35 %, bei fiir den Estrogenrezeptor
hochpositiven Tumoren sogar bis zu ca. 70 % [69].

In der ATLAS (Adjuvant Tamoxifen: Longer Against Shorter)-Studie von 2013 wurde anhand
von mehr als 15.000 Frauen mit ER-positiven Mammakarzinomen eine verringerte Rezidivrate
und Mortalitat festgestellt, wenn diese zehn Jahre lang adjuvant Tamoxifen einnahmen an-
statt der bisher Gblichen fiinf Jahre mit anschlieBendem Wechsel auf eine Aromatasehemmer-
Therapie [27, 69]. In der AWMF-Leitlinie von 2020 wird eine individuelle Nutzen-Risiko-Abwa-
gung nach finf Jahren Uber die Verlangerung je nach Menopausenstatus, Rezidivrisiko und
Patientenwunsch empfohlen [70].

Von Bedeutung fir diese Forschungsarbeit ist hierbei die Tatsache, dass eine solch langfristig
angesetzte Einnahme von Tamoxifen auf eine mangelhafte Compliance der Patientinnen
stollt. So zeigte eine deutsche Studie, dass bereits nach einem Jahr ein Drittel der Patientinnen
die Tamoxifeneinnahme abbrachen, nach drei Jahren taten dies sogar mehr als die Halfte [41].
Als Grund firr diese fehlende Adharenz werden die Lebensqualitdt einschrankenden post-
menopausalen Nebenwirkungen angefiihrt; Hitzewallungen und Nachtschweil} treten bei
80 % der Patientinnen auf, aber auch Libidoverlust, Fatigue, Gewichtszunahme und vaginale
Trockenheit sind sehr haufig [89]. Hieraus erwachst der Wunsch der Frauen nach weniger

nebenwirkungsreichen Alternativen oder abmildernden Therapieergdanzungen.
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1.1.6 Die Rolle der Pflanzen in der Mammakarzinomtherapie
Seit Jahrtausenden werden pflanzliche Arzneimittel zur Bekampfung von menschlichen Leiden
verwendet. Schon 3000 vor Christi Geburt wurde die starke analgetische Wirkung eines Saftes
aus Schlafmohn entdeckt und bis heute in Form von synthetisch hergestelltem Morphin ge-
nutzt. Auch das heute nicht mehr wegzudenkende Aspirin fand seinen Ursprung in einem
Extrakt aus der Rinde der weien Weide [52].
In der Mammakarzinomtherapie gehéren ebenso Pharmaka zum Alltag, deren Wirkung erst-
mals in Pflanzenextrakten offenbar wurde. So gingen die Taxane (z. B. Docetaxel) als
Chemotherapeutika aus Untersuchungen hervor, die in den 1960er Jahren in den USA an der
Pazifischen Eibe durchgefiihrt wurden: Mittlerweile konnte genauer analysiert werden, dass
sich die antikanzerogene Eigenschaft der aktiven Substanz Taxol im Zellzyklusarrest durch die
Blockade der Mikrotubuli-Depolarisation dufRert. Andere Mikrotubuli-Inhibitoren wie Vinblas-
tin und Vinchristin hemmen ebenfalls die Mitose von Tumorzellen und traten erstmals bei
Untersuchungen des in Madagaskar vorkommenden Immergriins Vinca rosea zu Tage. Seit
Jahren wird das Phanomen beobachtet, dass Tumorzellen gegen einzelne oder mehrere Phar-
maka Resistenzen ausbilden, sodass die Notwendigkeit besteht, neue Alternativen in der
Tumortherapie zu finden [73].
Ein groRer anderer Bereich der pflanzlichen Heilmittelkomponente stellt die Komplementar-
medizin dar. Zwar gibt es bis dato keine allgemeingiiltige Definition der komplementaren
Medizin, trotzdem wird sie zumeist als additiv zur klinischen Standardtherapie und ebenfalls
evidenzbasierten Grundsatzen unterliegend verstanden [70]. Interessant zu wissen ist, dass je
nach Literatur 50-90 % der Mammakarzinompatientinnen entsprechende Moglichkeiten aus
diesem Spektrum nutzen [45, 47, 70, 87, 144]. Dabei spielen das Entwickeln von Eigeninitiative
und das Gefihl der Selbstverantwortung und -kontrolle eine entscheidende Rolle, wobei die
arztliche Beratung diese Punkte verstarken und zusatzlich vor Schaden durch Nebenwirkun-
gen oder Interaktionen sowie unseriosen Angeboten schiitzen sollte [70].

,Die besondere Problematik in der Evidenzbeurteilung komplementarer Verfah-

ren liegt in deren haufig weniger gut definierten Wirkspektren, komplexen

Wirkmechanismen und Interaktionsmoglichkeiten sowie dem Mangel an

konventionell durchgefiihrten Heilmittelstudien, die klare Hinweise auf Wirk-

samkeit und Nutzen-Risiko-Relation ergeben.” [70]
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Diese Aussage aus der S3-Leitlinie zum Mammakarzinom, erstellt durch das Leitlinienpro-
gramm Onkologie 2020, spiegelt das komplexe Bild dieses Forschungsgebietes wider, in dem
es den dringenden Bedarf weiterer Studien gibt, um genau die angesprochene Evidenzbeur-
teilung zu erlangen und allgemeine Empfehlungen aussprechen zu kénnen.

Eine bedeutende klinische Studie zu der komplementdren Anwendung eines Mistelextraktes
in Kombination mit der konventionellen adjuvanten onkologischen Therapie (Chemo-, Radio-
oder hormonelle Therapie) bei knapp 1500 Frauen mit primarem nichtmetastatischem Brust-
krebs in Deutschland und der Schweiz zeigte bereits richtungsgebende Ergebnisse. So konnte
hier in der subkutanen Anwendung des Mistelextraktes nicht nur die Sicherheit dessen besta-
tigt werden, sondern auch eine signifikante Reduktion der unerwiinschten Arzneimittel-
wirkungen der konventionellen Therapie sowie der Krankheits- und Therapie-assoziierten
Symptome gezeigt werden und insgesamt ein verlidngertes Uberleben im Vergleich zur Kon-
trollgruppe beobachtet werden [13].

AuBerdem zeigten einige Studien eine synergistische Wirkverstarkung der konventionellen
Medikamente bei der Kombination von pflanzlichen Zusatzen wie Flavonoiden, worauf im De-

tail noch in nachfolgenden Abschnitten (Kapitel 1.3.3 und 1.3.4) eingegangen wird.
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1.2 Phytoestrogene

1.2.1 Einteilung

Bereits seit einigen Jahren gelangen Phytoestrogene und ihre Einsatzmoglichkeiten zuneh-
mend in den Fokus der Wissenschaft. Sie gehdren zu den sekundaren Pflanzenstoffen, sind im
Pflanzenreich weit verbreitet und dhneln in ihrer Struktur stark dem Sexualhormon Estrogen
[123, 137]. Sekundare Pflanzenstoffe sind im Gegensatz zu primaren Pflanzenstoffen wie Koh-
lenhydraten, Proteinen und Fetten Metabolite, die in Pflanzen unter anderem das Wachstum
regulieren, vor UV-Strahlung schiitzen, Schadlinge abwehren und als Farbstoff dienen [103,
136]. Phytoestrogene kdnnen eingeteilt werden in die Gruppen Chalkone, Flavonoide, Lignane
und Stilbenoide [123]. Zu den Flavonoiden gehoren die Flavone, Flavonole, Flavanone, Kate-
chine, Anthocyanide und Isoflavonoide [113, 123]. Zu letztgenannten wiederum zahlen die
Isoflavone, Isoflavanone, Pterocarpane und Coumestane [86, 123]. Moringa oleifera wird als
sehr reich an Phytoestrogenen beschrieben und im nachfolgend verwendeten Extrakt gelang
der Nachweis der Flavonole Quercetin und Rutin [72]. Daher liegt hier der Fokus auf den
Flavonoiden. Im Weiteren werden Quercetin und Rutin im Abschnitt tber die Testsubstanzen

(Kapitel 1.3.3 und 1.3.4) nochmals einzeln aufgefihrt.

cH,OH

HO

Abbildung 1:  Strukturformel des Estradiol nach Leidenberger et alii 2014 [69].

Abbildung 1 und Abbildung 2 zeigen die Strukturformel des Estradiol sowie beispielhafter Ver-
treter der Untergruppen der Flavonoide. Hierbei ist die Grundstruktur in schwarz dargestellt,

wahrend die fir den Vertreter charakteristischen angehangten Gruppen griin gefarbt sind.
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Strukturformeln beispielhafter Flavonoide in Anlehnung an Kapustinskiene et alii

2020, sortiert nach ihren Untergruppen mit typischem Vorkommen [61, 119].
Das Grundgerist einer jeden Untergruppe ist in schwarz dargestellt. Die angehangten Gruppen, die
den dargestellten Vertreter ausmachen, sind in griin hervorgehoben [61, 119].

Wie erkennbar besteht das Grundgerist aus einem sogenannten Flavan-Kern mit 15 Kohlen-

stoffatomen, die in drei Ringen arrangiert sind. Die Untergruppen werden durch Unterschiede

am mittleren Kohlenstoffring gekennzeichnet, wahrend die einzelnen Vertreter sich anhand

Veranderungen der duReren Kohlenstoffringe unterscheiden [99]. Von Relevanz fiir die Bin-

dung an den Estrogenrezeptor ist der phenolische Ring A (Abbildung 2, jeweils links

dargestellt) des Steroidmolekils [36].



1. Einleitung 15

1.2.2 Estrogenrezeptor

Fiir das Verstandnis der phytoestrogenen Wirkung im menschlichen Organismus soll hier der
Estrogenrezeptor (ER) vorgestellt werden. Dieser ist ein nukledrer Rezeptor und somit ein
estrogen-regulierter Transkriptionsfaktor, der in den beiden Formen ER-alpha und ER-beta
vorkommt [36]. ER-alpha aktiviert die Transkription von Zielgenen in starkerem Maf3e und
wird neben anderen Geweben hauptsachlich in der Brustdriise, im Uterus und in den Knochen
exprimiert [36, 95]. ER-beta spielt eine grolRere Rolle vor allem im zentralen Nervensystem
und Immunsystem, wahrend er in Brust und Uterus eher als Gegenspieler zu ER-alpha agiert
[95]. ER-alpha gilt als Zellproliferationsforderer, wohingegen ER-beta die Zellapoptose unter-
stltzt [10, 95, 110, 123]. Letzteres geschieht nach aktuellem Forschungsstand vermutlich zum
einen indirekt Gber eine Hemmung der Aktivierung des ER-alpha, zum anderen direkt tiber die
intensivierte Transkription Apoptose-relevanter Gene sowie die Hemmung der Transkription
proliferationsrelevanter Gene [9].

Studien zeigten, dass der ER-alpha/ER-beta-Quotient im Rahmen der Mammakarzinogenese
ansteigt, sich das Gleichgewicht also zu Gunsten der ER-alpha-Rezeptoren verschiebt,
wodurch die proliferative Wirkung lGiberwiegt [9, 10, 92]. Wahrend Estradiol, eine Hormoner-
satztherapie und SERMs beide ER-Subtypen anspielen und so auch fiir unerwiinschte
Wirkungen sorgen, bieten Subtyp-selektive Liganden Potenzial zur Nutzung positiver Effekte
ohne Auftreten negativer Aspekte [95].

Der Aufbau beider beinhaltet neben der DNA-Bindungsdomane die Liganden-Bindungsdo-
mane, sowie zwei Domanen zustandig flr die Aktivierungsfunktion (AF-1 und AF-2); AF-1
aktiviert ligandenunabhangig Uber eine Phosphorylierung verschiedener Kinasen, wahrend
AF-2 nach Bindung eines agonistischen Liganden aktiv wird. In Ruhe liegen die Rezeptoren als
Komplex mit Hitzeschockproteinen im Kern oder Zytoplasma vor und wandern nach Liganden-
bindung und anschlieBender Konformationsdanderung mit Dissoziation des Komplexes in den
Zellkern und interagieren mit Co-Regulatoren, um schliefllich die Transkription durch den
RNA-Polymerase-lI-Komplex zu initiieren [36].

Der physiologische Ligand Estradiol ist als korpereigenes Sexualhormon zusammen mit den
Gestagenen und Androgenen fiir die Differenzierung und Aufrechterhaltung der reprodukti-
ven Funktionen zustandig. Gebildet wird er bei geschlechtsreifen Frauen hauptsachlich in den
Ovarien unter dem Einfluss des luteinisierenden Hormons (LH) und des follikelstimulierenden

Hormons (FSH) aus Cholesterin. So entsteht nach mehreren Zwischenschritten durch das
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Enzym CYP 19, der Aromatase, ein aromatisierter Kohlenstoffring in A-Position, der die Bin-
dung an den Rezeptor ermoglicht (Abbildung 1) [36]. Im Hinblick auf die zuvor beschriebenen
Risikofaktoren kristallisiert sich zunehmend der Verdacht heraus, dass Estradiol in seinen
proliferationsférdernden Eigenschaften an der Brustkrebsentstehung insbesondere bei post-

menopausalen Frauen beteiligt ist [115].

1.2.3 Exkurs: Estrogenrezeptoraktivierung durch SERMs

Wenngleich die selektiven Estrogenrezeptormodulatoren (SERMs) nicht zu den Phytoestroge-
nen gehoren, so soll an dieser Stelle anschliefend an den Estrogenrezeptor diese wichtige
Ligandengruppe erwdhnt werden. Hierzu gehort das in der Mammakarzinomtherapie etab-
lierte Tamoxifen, das eine 100- bis 1000-fach geringere Rezeptoraffinitat als Estradiol aufweist
[69, 107]. Der aktive Metabolit Endoxifen hat zwar eine hohere Affinitat als Tamoxifen, den-
noch werden relativ hohe Konzentrationen bendtigt, um seinen wachstumshemmenden
Effekt auf Brustkrebszellen zu erzielen [69]. Die selektive Eigenschaft beruht auf der aus-
schliellichen Stabilisierung der AF-2-Funktion, wohingegen AF-1 unbeeinflusst bleibt [36]; der
AF-2-Bereich interagiert nach Ligandenbindung gewebespezifisch mit unterschiedlichen Co-
Regulatoren, wodurch es zu einer antagonistischen wie auch agonistischen Wirkung kommen
kann [36]. Durch den kompetitiven Antagonismus am ER wird die Proliferation von Brustkrebs-
zellen gehemmt und die TumorgréRe reduziert [7, 69]. Agonistisch vermittelte ER-Effekte
werden als unerwiinschte Arzneimittelwirkung in Form von Endometriumhyperplasien, Hitze-
wallungen, gastrointestinalen Beschwerden sowie Flissigkeitsretention beschrieben [36].
Neuere Untersuchungen kommen zu dem Ergebnis, dass Tamoxifen darliber hinaus auch auf
estrogenrezeptornegative Tumorzellen toxisch wirkt, da es Uber eine selektive Erhohung der
Kalziumkonzentration in diesen Zellen mitochondrialen Stress verursacht, was eine Apoptose-

induktion zur Folge hat [104].
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1.2.4 Estrogenrezeptoraktivierung durch Flavonoide und andere Wirkmechanismen
Phytoestrogene kénnen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Estradiol ebenso an ER-
alpha und ER-beta binden (Abbildung 1 und Abbildung 2), wobei trotz variierender Starke in-
nerhalb der Untergruppen im Allgemeinen eine hohere Affinitat zum ER-beta besteht [64, 92,
95]. Dabei scheinen Position und Zahl der OH-Gruppen relevant fir die Affinitdtsunterschiede
zu sein, da beispielsweise Genisteins Affinitat fir ER-beta 20-mal hoher ist als flir ER-alpha,
jedoch nach Abspaltung von einer OH-Gruppe der Stoff Daidzein und nach Verlust von zwei
OH-Gruppen der Stoff Formonetin wesentlich geringere Affinitaten aufweisen [10].

Die Affinitdat zum Estrogenrezeptor ist dabei generell geringer als die des Estradiol, so hat bei-
spielsweise Genistein eine 1000-fach geringere Affinitat zum ER-beta. Allerdings zeigte eine in
vitro-Studie, dass die maximale ER-Induktion bei Quercetin und Genistein 2- bis 5-fach héher
war als bei Estradiol [140]. Des Weiteren kénnen Phytoestrogene in vivo Konzentrationen von
1000-facher GroRRe im Vergleich zu Estradiol erreichen und bei Kombinationen verschiedener
Flavonoide (z. B. Genistein, Daidzein und Equol) wurden derart gesteigerte signifikante Effekte
beschrieben, dass anzunehmen ist, dass eine synergistische Beziehung vorliegt, die nicht mit
einer einfachen Addition zu erklaren ist [95, 140].

Eine vornehmliche Stimulation des ER-beta bietet wie im vorherigen Abschnitt beschrieben
das Potenzial antiproliferativ auf Brustgewebe zu wirken. Hierbei hervorzuheben ist, dass an-
ders als bei Tamoxifen keine relevanten Effekte auf das Endometriumwachstum beobachtet
wurden [95, 146]. Neben der bisher beschriebenen Wirkung lber die Estrogenrezeptorakti-
vierung und die damit verbundene Beeinflussung der DNA-Transkription, zeigten sich
Flavonoide ebenfalls als Inhibitoren der Aromatase und tragen so dazu bei, die kérpereigene
Estradiolkonzentration zu senken, worin ein weiterer potenziell protektiver Ansatz liegt [115,

138].

Zum anderen werden Uber estrogen-unabhangige Wirkmechanismen andere biologische Pro-
zesse angespielt. Flavonoide liegen entweder als glykosilierte Formen oder Aglykone vor;
biologische Wirkungen begriinden sich vor allem auf den OH-Gruppen [61, 112]. Diese kénnen
beispielsweise durch deren Spaltung schadliche freie Radikale fangen, woraus sich eine anti-
oxidative Wirkung ergibt [99]. Quercetin zeigte Uber diesen Effekt hinaus auch die Induktion
des korpereigenen Antioxidans Glutathion [4, 25, 125]. Bei einem physiologischem pH-Wert

existieren Flavonoide im Zytosol als Phenolat-Anione oder neutrale Phenole; diese schwachen
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hydrophoben Sauren kénnen zellulare und mitochondriale Membranen liberqueren und als
Protonophoren fungieren [30, 61]. Dabei handelt es sich um Substanzen, die die Atmungsket-
tenphosphorylierung entkoppeln, indem sie einen freien Protonenriickfluss ohne ATP-
Synthese ermoglichen. So wird der Protonengradient durcheinander gebracht und die Mem-
bran depolarisiert; dieser Wirkmechanismus wurde bereits als Ursache zytotoxischer Effekte
von neuartigen, in der Forschung untersuchten Antibiotika (wie Pyrrolomycin) auf gramposi-
tive Bakterien diskutiert [134].

Zahlreiche weitere Effekte wie etwa die Aktivierung serotoninerger Rezeptoren [42] und
IGF-1 Rezeptoren [14], die Beeinflussung diverser Kinasen [14, 123], sowie epigenetische Mo-
difikationen [110] wurden registriert.

Unter epigenetischen Modifikationen werden potenziell reversible Mechanismen verstanden,
die die Aktivitdt von Genen modellieren, ohne dabei die Abfolge der DNA-Bausteine zu
verandern. Hierzu gehéren unter anderem DNA-Methylierungen, welche vergleichbar mit
Methylgruppen (CHs) als Vorhangeschlésser den Zugang von Abschreibe-Proteinen an die
DNA-Sequenz versperren und so als Ablesehindernis den Genabschnitt inaktivieren. Ebenso
beeinflussen Acetylierungen von Histonen, ob die DNA eng um diese spulenartigen Proteine
gewickelt ist oder ob sie flir das Abschreiben in RNA verfligbar bereitsteht; ein Anhangen einer
Acetylgruppe (C2H30) bewirkt das Offnen der DNA-Spindel. Diese Effekte sind einerseits voll-
kommen physiologisch und ermdglichen durch ein An- und Abschalten bestimmter Gene ein
Anpassen des Organismus an eine verdanderte Umwelt [68]. Zum anderen bietet die Inaktivie-
rung von beispielsweise Tumorsuppressorgenen die Moglichkeit zur Karzinogenese und so
wurden vermehrt (Promotor-)Methylierungen und Chromatinmodifikationen in frithen Sta-
dien der Brustkrebsentwicklung beobachtet [68, 119]. Auch in gesundem, dem Tumor
angrenzenden Gewebe konnten friithe epigenetische Veranderungen festgestellt werden
[119]. Das Flavanol Epigallocatechingallat (EGCG) ist ein nachgewiesener Inhibitor der DNA-
Methyltransferasen (DNMT) und Histon-Deacetylasen (HDAC) und es wurde bereits in Studien
gezeigt, dass oben beschriebene Effekte in MCF-7 und MDA-MB-231 in Form einer Downre-
gulation u. a. des Enzyms hTERT (human telomerase reverse transcriptase) stattfinden [84,
119]. Das Flavonol Quercetin zeigte sich lber die Histon-Acetylierung dazu in der Lage, die
BRCA1-Expression in triple-negativen Brustkrebszellen (z. B. MDA-MB-231) zu erhéhen [65,
119].
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Abseits von in vitro-Studien gelang anhand klinischer Untersuchungen bereits die Beobach-
tung, dass der Konsum von Flavonoiden das Brustkrebsrisiko senkt.

Eine Metaanalyse von zwolf epidemiologischen Studien aus europdischen Landern sowie den
USA, Mexiko und China konnte eine signifikante Risikoreduktion (RR 0,88 und RR 0,83) fir
Brustkrebs bei postmenopausalen Frauen unter erhohter Aufnahme von Flavonolen
(27,8 mg/Tag) und Flavonen (2,5 mg/Tag) feststellen. Dabei wurde das Risiko um je 12 % und
17 % gesenkt im Vergleich zu Frauen mit der in den Studien beobachteten geringsten
Aufnahme von Flavonolen (9,8 mg/Tag) und Flavonen (0,13 mg/Tag) [48]. Eine weitere chine-
sische Studie sah den Effekt der Risikoreduktion unabhangig vom Menopausen- oder
endokrinen Rezeptorstatus [119]. In asiatischen Studien war ein Konsum von 10 mg/Tag Soja-
Isoflavonen mit einer um 9 % reduzierten Brustkrebsmortalitdt assoziiert, wobei dieser nicht-
lineare Zusammenhang nur flr estrogenrezeptornegative Frauen ersichtlich war [90]. Eine an-
dere asiatische Metaanalyse beobachtete sogar ein um 30 % verringertes Brustkrebsrisiko bei
hohem im Vergleich zu niedrigem Isoflavon-Konsum [141]. Festzustellen ist hier, dass mehrere
Studien diese Zusammenhange nur bei asiatischen Frauen, nicht jedoch bei denen westlicher
Lander sehen; vermutet wird hierbei die Relevanz einer Langzeitexposition von Soja-Isoflavo-

nen schon seit frihester Kindheit [19, 119, 141].

1.2.5 Verfiigbarkeit

In unserer Nahrung liegen Flavonoide grofStenteils in der glykosylierten Form vor, welche im
Magen-Darm-Trakt durch verschiedene Enzyme des kérpereigenen Mikrobioms tber Hydro-
lyse zu Aglykonen reagieren [18, 61, 112]. Diese kdnnen dann aufgrund ihrer lipophilen
Eigenschaften in die intestinalen Epithelzellen diffundieren, wahrend weiterhin glykosyliert
vorliegende Vertreter Uber Transporter wie den Natrium/Glucose-Cotransporter 1 (SGLT1)
aufgenommen werden und intrazelluldr der Zuckerrest abgespalten wird [61, 112]. Anschlie-
Rend erfolgt die weitere metabolische Transformation durch Phase-I- und Phase-lI-
Reaktionen in der Leber, nach der die Mehrheit der Konjugate im Plasma als Glukoronide
zirkulieren. Die hierbei involvierten Enzyme wie die Uridin-5'-diphospho-glucoronosyltrans-
ferase (UGT), Catechol-O-Methyltransferase (COMT) oder Sulphotransferase existieren im
Menschen als zahlreiche genetische Isoformen, was neben anderen Aspekten eine inter-

individuelle Varianz der Verstoffwechslung annehmen lasst [18].



1. Einleitung 20

Die Exkretion der Flavonoide erfolgt vornehmlich Gber die Niere, wobei ein nicht unerhebli-
cher Teil iber die Galle in den Darminhalt ausgeschieden wird, welcher teilweise im Sinne des
enterohepatischen Kreislaufs rezirkuliert. Uber die Verteilung im Kérper und die Aufnahme
der Metabolite in Gewebe gibt es bisher kaum Erkenntnisse, allerdings zeigten in vitro-
Studien, dass der Membrantransporter Bilitranslocase Flavonoide — nachgewiesen unter
anderem fir Quercetin — in endotheliale GefdlRzellen transportiert [18, 80, 147].

Dariber hinaus erhdht der gleichzeitige Verzehr von Fetten die Resorption, indem die Gallen-
salzsekretion stimuliert wird, welche wiederum die Aufnahme von Flavonoiden in Mizellen
veranlasst [61, 112]. Proteine dagegen erniedrigen die Bioverfligbarkeit unter anderem durch

die Bildung unverdaulicher Komplexe [61, 130].
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1.3 Testsubstanzen

Auf der Suche nach erfolgversprechenden Pflanzen in der Natur, die als Vielstoffgemische
moglicherweise potenter antikanzerogen wirken als bereits erforschte Einzelstoffe, geriet das
Augenmerk auf Moringa oleifera. Um die Wirkung anhand estrogenrezeptorpositiver (MCF-7)
und estrogenrezeptornegativer (MDA-MB-231) Mammakarzinomzellen zu untersuchen und
einschatzen zu konnen, wurden daher ebenso drei Einzelbestandteile als Referenzsubstanzen

getestet.

1.3.1 Moringa oleifera

Moringa oleifera, in Deutschland auch bekannt unter dem Namen Meerrettichbaum, gehort
zur Pflanzenordnung der Kreuzblitler (lat. Brassicales) in der Familie der Benusgewéchse (lat.
Moringaceae). Er ist ein schnellwiichsiger, kleiner bis mittelgrofer Baum (bis ca. 10 m) mit
weien duftenden Bliten, der im Marz und April spargeldhnliche Friichte tragt, sog. ,, drum-
sticks” [118, 132]. Genligsam wachst er auf sandigem Boden auch in harschem Klima und ist

kostengtinstig und unkompliziert in Anpflanzung und Pflege [132].

Abbildung 3:  Botanische Zeichnung eines Asts des Moringa oleifera-Baumes von Blanco 1880 [11].

Sein Ursprung liegt im Subhimalaya-Gebiet und in der ayurvedischen Heilkunst wurde er schon
vor liber 5000 Jahren eingesetzt [37, 72]. Wahrend der Kolonialzeit wurde er in Indien ent-
deckt und in andere britischen Kolonien verbreitet, andere Moringaspezies sind in vielen
Landern Afrikas indigen [37, 78]. Alle Bestandteile der auch als Wunderbaum beschriebenen

Pflanze werden traditionell vom Menschen genutzt: vom Verzehr der Blatter und Friichte iber
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die Nutzung von Rinde, Samen und Wurzeln als Farbe-, Gerb- oder Diingemittel sowie der
Herstellung von Biodiesel bis hin zur Wasseraufbereitung und Herstellung von Pflegeproduk-
ten [72, 78, 93]. Der Verzehr der Blatter ist frisch, gekocht oder getrocknet moglich; in
Pulverform kénnen sie monatelang ohne Verlust von Inhaltsstoffen gelagert werden [93]. In
der traditionellen Medizin werden die Blatter zur Behandlung vieler Leiden wie unter anderem
Untererndhrung, Hauterkrankungen, Malaria und andere parasitare Erkrankungen, Bluthoch-
druck und Diabetes eingesetzt; aullerdem werden sie zur Laktationsforderung bei Mittern
sowie Immunsystemstarkung bei AIDS-Kranken herangezogen [72, 132].

Neben den langjahrigen gebrdauchlichen Anwendungen konnten inzwischen auch zahlreiche
wissenschaftliche Studien den Reichtum der Blatter an bioaktiven Komponenten sowie die
medizinische Wirksamkeit in vielen Bereichen belegen:

Es besteht eine Fille an Proteinen, mehrfach ungesattigten Fettsduren und Mineralien wie
Kalium, Calcium, Phosphor und Eisen, was Moringa als Nahrungserganzungs- und -aufbau-
mittel interessant macht [93, 132]. Auch finden sich etliche Stoffe aus den Gruppen der
Vitamine, Carotinoide, Polyphenole (Phenolsduren und Flavonoide), Alkaloide, Glucosinolate,
Isothiocyanate, Tannine, Saponine sowie Oxalate und Phytate in der Moringa-Pflanze. Dabei
enthalten die Blatter mehr Vitamin A als M6hren, mehr Vitamin C als Orangen und mehr Vita-
min E als Niisse; auch Thiamin, Riboflavin, Niacin und Folsdure sind nachgewiesen [72, 93].
Der Flavonoidgehalt entspricht dem Gehalt in Friichten und Gemisen oder libersteigt ihn, ins-
besondere Quercetin, Rutin, Kampferol, Myricetin machen einen grolRen Anteil aus.
AulRerdem wurden Isorhamnetin, Apigenin, Daidzein und Genistein detektiert, allerdings noch
nicht quantifiziert [72].

Hinsichtlich der pharmakologischen Eigenschaften wurden einige in vitro-Studien durchge-
fihrt, aus denen unter anderem antipyretische, antiinflammatorische, analgetische,
antimikrobiale, antioxidative und antitumorale Qualitaten hervorgingen [72, 93].
Antikarzinogene Fahigkeiten von alkoholischen und wasserbasierten Extrakten der Blatter
zeigten sich bei unterschiedlichen Tumortypen, beispielsweise als Wachstumsinhibierung
durch Apoptoseinduktion und DNA-Schadigung in menschlichen Epithelzellen des Zervixkarzi-
noms [72, 126]. Bei behandelten Lungenkarzinomzellen konnte ein Anstieg des
Tumorsupressorproteins p53 sowie der Caspaseaktivitdt beobachtet werden [72, 133]. Auch
bei hepatozelluldren und kolorektalen Karzinomzellen sowie estrogenrezeptorpositiven und

-negativen Karzinomzellen der Brust (MCF-7 und MDA-MB-231) wurden zytotoxische Effekte



1. Einleitung 23

sowie eine Tumorreduktion beobachtet [2, 72]. Hierbei erfolgte auch die Testung gesunder
Zellen, bei denen keine oder nur geringere toxische Veranderungen zu verzeichnen waren,
woraus sich die Hoffnung auf das grolRe Potenzial von Moringablattern fir die antitumorale
Therapie ergibt [54, 72]. Dieser Erkenntnis wurde im Rahmen eines in dieser Art einzigartigen
Xenograft Mausmodells mit Insertation von MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen naher
nachgegangen, wobei letztlich ein oral verabreichtes Extraktgemisch aus Blattern und Samen
(1:9) von Moringa oleifera sich zwar zytotoxisch und tumorreduktiv zeigte, jedoch auch in vitro
zytotoxisch auf benigne Mammazellen wirkte. Im Vergleich zum reinen Blattextrakt war im
Samenextrakt hier der Anteil an Flavonoiden wesentlich geringer und im Gegenzug reich an
Glucosinolaten und Saponinen [75]. Zur Wirkung auf Tumorzellen von reinen Moringablatt-
extrakten — oral oder subkutan verabreicht — im Rahmen eines Xenograftmodells lassen sich
bis dato keine Studien finden.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurden mittels High Performance Liquid Chromato-
graphy (Kapitel 2.2) die Bestandteile Folsdaure, Quercetin und Rutin im angefertigten
Moringablattextrakt nachgewiesen und in den Zellversuchen zusatzlich in isolierter Form

getestet.

1.3.2 Folsdure

Die Folsaure gehort zur Gruppe der B-Vitamine und ist ein wasserlosliches Vitamin, welches
nur von Mikroorganismen oder Pflanzen synthetisiert werden kann. Wie die Namensherkunft
,folium“ —lat. Blatt — vermuten lasst, ist sie insbesondere in Blattgemiise wie Spinat und Salat
stark vertreten [107]. Untersuchungen zeigten, dass Folsaure in Form seiner in Moringa olei-
fera hauptsachlich auftretenden Derivate 5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure und 5-Formyl-5,6,7,8-
Tetrahydrofolsdure mit 223,9-502,1 ug/100 g Trockengewicht der Blatter so umfangreich in
Moringa oleifera enthalten ist, dass es selbst den Gehalt in Spinat von 145 ug/100 g Trocken-
gewicht Ubersteigt [93, 114, 135]. Die aktive Form Tetrahydrofolsdure spielt in seiner Funktion
als C1-Gruppen-Ubertrager als Coenzym in zahlreichen Reaktionen des menschlichen Stoff-
wechsels eine entscheidende Rolle [107]. Zum Beispiel senkt eine zusatzliche Substitution von
400 pg/Tag Folat in der Schwangerschaft die Inzidenz von Neuralrohrdefekten des Kindes um
die Halfte [36].

In der Zusammenschau mehrerer, teils widerspriichlicher Studien zum Einfluss auf das Krebs-

risiko konnte differenziert werden, dass ein niedriger oder mangelhafter Folsdurespiegel mit
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einem erhohten Risiko fiir verschiedenste Tumorentitdten assoziiert ist. Fiir Brustkrebs ist das
Risiko insbesondere dann erhoht, wenn zusatzlich viel Alkohol konsumiert wird [98]. Ein Gber
die Norm erhohter Serumspiegel durch Supplementation ist allerdings mit einem erhdhten
Risiko fur das Auftreten eines Prostatakarzinom vergesellschaftet [36, 98]. Da Folsdure wie
oben beschrieben in Moringa oleifera stark vertreten ist, wird ein moglicher proliferations-

fordernder Effekt durch eine isolierte Testung untersucht.

1.3.3 Quercetin

Der Name Quercetin leitet sich vom lateinischen Wort ,,quercus” ab, welches Eiche bedeutet
[25]. Es zahlt unter den Flavonoiden zur Untergruppe der Flavonole und ist in zahlreichen na-
turlichen Nahrungsmitteln anzutreffen: wahrend etwa die rote Zwiebel je 100 g 39,21 mg
Quercetin enthalt, sind in gefriergetrockneten Moringablattern je 100 g je nach Studie mit
547-1664 mg Quercetin ein Vielfaches dessen dokumentiert worden [25, 72].

Quercetin ist in etlichen Forschungsarbeiten als starkes Antioxidans beschrieben, was sich
nicht nur in seiner Fahigkeit, selbst freie Radikale zu fangen, zeigt, sondern dariber hinaus
auch darin, dass es den Spiegel des korpereigenen Antioxidans Glutathion erhéht [4, 25, 125].
Oxidativer Stress ist mit entzlindlichen Reaktionen und chronischen Erkrankungen wie Diabe-
tes, der Koronaren Herzkrankheit sowie dem Schlaganfall assoziiert, sodass Quercetin hier
protektiv ansetzt [25, 44]. Auch (iber andere komplexe Signalmechanismen wurden sowohl
die letztgenannten Krankheitsgruppen positiv beeinflusst als auch weitere wie Allergien (liber
die Inhibierung von Mastzellen), entziindliche Prozesse (u. a. Gber die Hemmung der Cyclo-
oxygenase und Lipoxygenase), endotheliale Umbauten sowie Immunitdt und Infektionen
(antivirale und antibakterielle Wirkungen) [25, 58, 67, 121, 122]. Uberdies gibt es Belege fiir
antikarzinogene Wirkungen auf zahlreiche unterschiedliche Tumorentitdaten: dazu gehoren
Karzinome des Kolon, des Pankreas, der Leber, der Lunge, der Prostata, der Blase, des Magens,
der Knochen, des Blutes, des Gehirns, der Haut, der Schilddrise, des Zervix und der Ovarien
[108]. Hervorzuheben ist hier auch die proapoptotische Aktivitdit auf Brustkrebszellen.
In MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen wird auf unterschiedlichen Wegen ein Zellzyklusarrest mit
Reduktion des Tumorvolumen sowie der Metastasen erreicht: beispielsweise durch die
Herunterregulation der Expression des EGF-Rezeptors (epidermal growth factor) und des

P-Glycoprotein sowie die Aktivierung von Caspasen [79, 120, 127, 131]. Zudem wurde eine
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erhohte Chemosensitivitat von Brustkrebszellen bei der gleichzeitigen Gabe von Doxorubicin
beobachtet [74, 79, 108].

Trotz der Fille an in vitro- und in vivo-Studien sind langst nicht alle Signalwege im Detail ver-
standen und es kann noch keine Empfehlung beziiglich einer idealen Verzehrmenge von
Quercetin oder seinen Metaboliten ausgesprochen werden [25]. Insbesondere liegt weiterer
Forschungsbedarf in der genauen Beobachtung von Arzneimittelinteraktionen, da Quercetin
in in vivo-Studien eine Inhibition von CYP3A4, CYP1A2 und dem P-Glycoprotein sowie eine

Induktion von CYP2A6 gezeigt hat [20, 21, 25].

1.3.4 Rutin

Die Bezeichnung Rutin lasst sich auf die urspriinglich untersuchte Pflanze — die Weinraute Ruta
graveolens — zurickfihren, die reichhaltig an Rutin ist [33]. Unter den Flavonoiden gehort
Rutin zur Gruppe der Flavonole und ist in vielen Nutzpflanzen wie Buchweizen, Tomaten oder
Tee zu finden [46]. Die Konzentrationen variieren und insbesondere nach UV-B-Exposition sind
sie erhoht, da die Pflanze sich hierdurch vor Strahlung schiitzen kann [62, 91]. In Moringa
oleifera zeigten sich pro Gramm gefriergetrockneter Blatter 1,674 mg Rutin [72]. Rutin ist auch
unter dem Namen Querctin-3-O-rutinosid (/-rhamnoglucosid) bekannt und besteht als Gluko-
sid aus Quercetin und einem Disaccharid (genauer: Rhamnose und Glucose) [46, 77]. So ist
Quercetin ein oraler Metabolit von Rutin und kann schneller im Diinndarm resorbiert werden,
da bei Rutin zunachst Bakterien mit Rhamnosidase-Aktivitdt den hydrophilen Zuckerrest ab-
spalten miissen [46].

Rutin hat in zahlreichen Studien verschiedenste protektive Effekte offenbart. Neben der
Fahigkeit den LDL-Spiegel zu senken und die Insulinsensibilitat zu erhéhen und damit Diabetes
mellitus sowie kardiovaskuldre Erkrankungen positiv zu beeinflussen, wurden auRerdem
neuro-, hepato- und nephroprotektive Aktivitdten beobachtet [29, 46, 91]. Beispielsweise
kdnnen Entziindungsreaktionen und toxische Wirkungen (u. a. die Nephrotoxizitat von Cispla-
tin und Vancomycin) abgemildert und oxidativer Stress reduziert werden [91, 102, 105].
Letztere Effekte zusammen mit Zellzyklusarrest- und Apoptoseinduktion, Modifikation der An-
giogenese sowie Zellwachstumshemmung tragen maligeblich zur Bekampfung verschiedener
Krebserkrankungen bei [91]. In ER-positiven Brustkrebszellen (MCF-7) zeigte sich eine Hoch-
regulierung des Tumorsuppressorgens p53 sowie eine synergistische Wirkverstarkung mit

Tamoxifen [1]. Hervorzuheben ist, dass insbesondere bei triple-negativen Mamma-
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karzinomzellen (MDA-MB-231), die sonst wenig Ansatz fiir gezielte Therapien bieten, eine
Tumorreduktion bei Mausen im Rahmen eines orthotopischen Xenograftmodells festzustellen
war [31, 91]. Sowohl in Zellen vom Typ MCF-7 als auch vom Typ MDA-MB-231 wurde nicht nur
eine verminderte Resistenzentwicklung gegen Chemotherapeutika, sondern auch eine gestei-
gerte Chemosensitivitat fir Cyclophosphamid und Methotrexat registriert [26, 50, 91].
Insgesamt verfligt Rutin Uber groRes Potenzial, sich in weiteren Studien als vielversprechender

Kombinationspartner mit bereits etablierten Zytostatika zu prasentieren.

1.3.5 Kontrollen

Im Rahmen der Tests von Moringablattextrakt und Referenzsubstanzen wurden simultan stets
Kontrolluntersuchungen angestellt. So sollten Tamoxifen und der aktive Metabolit Endoxifen
als bereits etablierte Medikamente der Mammakarzinomtherapie ein Absterben der Zellen
zeigen und als Negativkontrolle dienen. Estradiol als proliferationsférdende Substanz repra-
sentiert die Positivkontrolle.

AulRerdem wurden die Losungsmittel der Testsubstanzen in Beflirchtung moglicher eigener

Wirkungen und somit Storeinfliisse parallel untersucht.
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1.4 Zielstellung

Das Mammakarzinom ist der haufigste maligne Tumor der Frau in den westlichen Landern.
Zum einen ist die bereits etablierte Therapie insbesondere in der Langzeittherapie nebenwir-
kungsreich, bringt daher keine groRe Compliance mit sich und Patientinnen suchen
zunehmend nach komplementarer Therapieerganzung. Zum anderen werden zunehmend Re-
sistenzentwicklungen gegen existierende Pharmaka beobachtet und es besteht der Bedarf
neuartiger therapeutischer Substanzen.

Phytoestrogene bieten sowohl in ihrer Funktion als Ligand fiir den ER-beta als auch tber an-
dere Wirkmechanismen Ansatzmoglichkeiten fir eine antiproliferative Wirkung auf
Tumorzellen. Als subkutane Applikation hat sich ein Extrakt aus Misteln bereits effektiv in der
komplementaren Behandlung von Brustkrebspatientinnen erwiesen.

Moringa oleifera ist mit seinem Reichtum an bioaktiven Bestandteilen in zahlreichen Studien
zu einem Hoffnungstrager in der antitumoralen Therapie geworden. Als Vielstoffgemisch ver-
mag die Pflanze wirkungsvoller zu sein, als seine einzelnen Bestandteile, zu denen die
Flavonoide Quercetin und Rutin zdhlen.

Fir diese Forschungsarbeit wurden die Zellreihen MCF-7 vom luminalen und MDA-MB-231
vom basalen Mammakarzinom-Subtyp ausgewahlt, um jeweils eine estrogenrezeptorpositive
und eine -negative Zellreihe zu untersuchen. Als Testsubstanzen werden zum einen der
Moringablattextrakt in mehreren Verdiinnungsgraden angesetzt, zum anderen kommen die
mittels HPLC im Moringablattextrakt nachgewiesenen Referenzsubstanzen Folsdaure, Querce-
tin und Rutin als synthetisch hergestellte Reinsubstanzen zum Einsatz. Als Positiv- und
Negativkontrollen werden Estradiol und Tamoxifen sowie dessen aktivierte Form Endoxifen
verwendet. Auch die jeweiligen Losungsmittel werden stets zeitgleich gepriift, um etwaige
Storeinfliisse zu detektieren.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Frage zu beantworten, inwiefern diese Stoffe die Proliferation und
Viabilitat beider Mammakarzinomzelllinien beeinflussen. Dies geschieht anhand verschiede-
ner Marker mittels ausgewahlter Zelltests. Somit sollen die Ergebnisse als Grundlage dienen
und langfristig einen Ansatzpunkt flr weitere klinische Forschungen bieten, um Moringa olei-

fera als potenzielles Arzneimittel auf den Priifstand zu stellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Herstellung der Testsubstanzen

2.1.1 Extraktherstellung

Als Grundlage fur die Herstellung des Moringablattextraktes wurde Bio-Moringablattpulver
erworben. Der Anbau auf biologischen Grundlagen sollte die Gefahren eines Einflusses von
Pestiziden moglichst gering halten. Es wurden zwei Extrakte auf Ethanolbasis in zwei unter-
schiedlichen Anfangskonzentrationen, sowie ein Extrakt jeweils auf Methanol- und
Wasserbasis angefertigt. Derjenige Ansatz, der sich in der HPLC-Untersuchung mit den am
deutlichsten abgrenzbaren Peaks zeigte, wurde dann in der weiteren Arbeit auf seine in vitro-

Wirkung untersucht.

Abbildung 4:  Pulver aus Blattern des Moringa oleifera-Baumes.

Fir die Herstellung des hoher konzentrierten Ethanolextraktes wurde zunachst 2 g des griinen
Moringablattpulvers abgewogen und mit 20 ml 70 %-igem Ethanol vermengt. Nach Zugabe
eines Magnetrihrstabchens und einer Abdeckung durch einen Silikondeckel wurde das Ge-
misch mithilfe der Mikrowelle 30 min lang bei 40 °C und bei maximaler Leistung von 80 W
erwarmt. Nach Abpipettieren des fliissigen Uberstandes in ein 50 ml Tube konnten mit der
Zentrifuge (4030 rpm fiir 15 min; ohne Bremse) weitere feste Bestandteile zum Absinken ge-
bracht werden. Die erneut entstandene fliissige Phase wurde in 1,5 ml Tubes aufgeteilt und
zentrifugiert (13000 rpm fiir 5 min). Nun konnte die Flissigkeit ohne sichtbare, feste Bestand-
teile unter dem sterilen Abzug mit dem Filter Minisart-Plus mit einer Porengréf3e von 0,45 um
gefiltert werden. Die Einengung — also der Entzug der Losungsmittel und damit Aufkonzen-

tration — erfolgte mittels Zentrifugal-Konzentrator bei 45 °C auf 1 ml Extrakt. Dieser entspricht
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dem in den nachfolgenden Versuchen verwendeten, fertigen Extrakt. Der gesamte Herstel-
lungsvorgang wurde 2-mal identisch durchgefiihrt, um ausreichend Extrakt (2 ml) fur die
nachfolgenden Tests zu haben.

Die anderen Extrakte unterschieden sich in Losungsmittel, anfanglicher Pulvermenge und Mi-

krowelleneinstellungen, ansonsten geschah die Herstellung analog zum oben Beschriebenen.

2.1.2 Herstellung der Referenzsubstanzen und Kontrollen

Die Konzentrationen und Losungsmittel der nachfolgenden Ansatze ergaben sich aus labor-
internen Standards bzw. unterscheiden sich bewusst zu friiheren Forschungsarbeiten, bei
denen keine signifikante zellabtotende Wirkung nachgewiesen werden konnte. Die Testsub-
stanzen machten bei den Zelltests stets 1 % des gesamten Well-Inhaltes aus.

Die synthetisch hergestellten Reinstoffe (s. u.) wurden in Pulverform abgewogen und in
1,5 ml Tubes im jeweiligen Losungsmittel durch Vortexen geldst. Fir Folsdure erfolgte zusatz-
lich ein fraktioniertes 30-mindtiges Ultraschall-Bad zur vollstandigen Auflésung.

So ergaben sich folgende Zusammensetzungen:

Referenzsubstanzen:

Folsaure 1 pg/ul in Ethanol 99 %
Quercetin 0,15 pg/ml in Ethanol 99 %/DMSO
Rutin 3,05 pg/ul in Ethanol 99 %/DMSO
Kampferol 1,43 pg/ul in Ethanol 99 %/DMSO

Isorhamnetin 1,58 pg/ul in DMSO
Daidzein 1,27 pg/ul in Ethanol 99 %/DMSO
Genistein 1,35 pg/pl in Ethanol 99 %/DMSO

Positivkontrolle:

Estradiol 0,027 pg/ml in Ethanol 99 %

Negativkontrollen:

Tamoxifen 5,6 pug/ul in Ethanol 99 %
Endoxifen 6,2 pg/ul in Ethanol 99 %
AuBerdem wurden die Lésungsmittel einzeln und ohne Zusatze in 1,5 ml Tubes fiir die gleich-
zeitige Testung bei den Zelltests abgefillt, wodurch ein proliferationshemmender Einfluss in
der angewandten Menge 1072 (1 pl zugegebene Testsubstanz bei 100 pl Zellsuspension im

Well) ausgeschlossen werden sollte.
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2.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Vor Beginn der Zelltests sollten chromatographische Untersuchungen des Moringablattex-
traktes dazu dienen, einen qualitativen Nachweis von in der Literatur beschriebenen
Bestandteilen zu erbringen. Diese Einzelstoffe sollten dann als synthetisch hergestellte Refe-
renzsubstanzen ebenfalls mittels Zelltests auf ihren Einfluss hin untersucht werden. Neben
dem B-Vitamin Folsdure standen die Flavonoide Quercetin, Rutin, Kimpferol, Isorhamnetin,
Daidzein und Genistein zur Prifung [57, 72].

Prinzip

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie gehoért zu den analytischen Trennverfahren
und ermoglicht eine Differenzierung fliissiger Stoffgemische anhand der unterschiedlichen
Wechselwirkungen mit einer mobilen und einer stationaren Phase. Die HPLC unterscheidet
sich dabei von anderen Chromatographien insofern, als dass sie dank spezieller Saulen-
falltechniken unter Hochdruck mittels pulsationsarmer Pumpen sowie einer stabilen Kiesel-
gelsaule mit engem Durchmesser ein sauberes Trennen kleinster Substanzmengen im
Nanogramm- und Picogramm-Bereich innerhalb von Minuten erzielt. Die Testsubstanzen
weisen unterschiedliche Bindungsvermogen zu den Oberflichengruppen der stationdren
Phase sowie Affinitdten zur polaren mobilen Phase auf, sodass stationdr vermehrt interagie-
rende apolare Teile retardierter die Trennsaule verlassen (Abbildung 5) [38]. Es entsteht ein
chronologisches Muster, welches im Abgleich mit unter identischen Bedingungen ebenfalls
untersuchten Einzelstoffen beziiglich der Retentionszeiten Riickschliisse auf enthaltene
Inhaltsstoffe zuldsst [38, 85].

Im Forschungslabor der Universitdtsfrauenklinik Rostock wurde in vorausgehenden Disserta-
tionen die Umkehrphasen-HPLC etabliert. Dabei besteht die stationdre Phase aus einer C18-
Kieselgelsaule und die mobile Phase aus zwei polaren Fliissigkeiten (Aqua dest./10 % Metha-
nol und DMSO/10 % Aqua dest.), die sich flieRend abwechseln, was eine Differenzierung von
Stoffen mit geringen Polaritdtsunterschieden ermoglichen sollte. Das starke organische

Losungsmittel DMSO verdrangt auch fest an der Saule adharente Molekiile [38].
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Eluent A: Eluent B:
Aqua dest./ 10 % Methanol DMSO/ 10 % Aqua dest.
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Abbildung 5:  Schematischer Aufbau der HPLC in Anlehnung an Meyer 2010 [85].

Substanzen mit einer hoheren Affinitdt zur mobilen Phase, die weniger mit der stationdren Phase in-
teragieren (symbolisiert durch griine Kreise), verlassen die Saule schneller als jene Stoffe mit einer
hoheren Affinitat zur stationdren Phase (symbolisiert durch rote Vierecke). Letztere interagieren star-
ker mit der C18-Kieselgelsdule und bendtigen daher mehr Zeit bis sie beim UV-Detektor ankommen.
Daraus resultiert ein spater auftretender Peak im Chromatogramm [38, 85].

Durchfiihrung

Als erstes wird das Schlauchsystem, Gber welches die Hochdruckpumpe die Eluenten (Flissig-
keiten der mobilen Phase) ansaugt, mithilfe der Purge-Funktion von Gasblasen befreit. Dann
erfolgt ein Leerlauf ohne einen zu analysierenden Stoff, um die Reinheit der Apparatur zu
Uberprifen und einen Ausgangswert zu generieren.

Fir die Probenanalyse werden 20 pul Gber den Injektor zum Eluenten gegeben.

Mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min flieBt die Fliissigkeit von der Mischkammer durch
Metallkapillaren zu einer Vorsaule, die grobere Partikel abfangt. AnschlieBend flieRt das
Gemisch weiter zur C18-Saule, wo die oben beschriebene Interaktion erfolgt. Der nachge-
schaltete UV-Detektor misst unter niedrigem Druck die Extinktion bei einer Wellenldnge von
254 nm und leitet die Signale an einen Computer weiter. Zuletzt wird die Fllssigkeit in einen
Abfallbehalter abgeleitet. Samtliche Probendurchgiange werden 2- bis 3-mal wiederholt, um

mogliche Unterschiede in den Graphen zu entdecken.
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2.3 Verwendete Zelllinien und Zellkultivierung

2.3.1 Estrogenrezeptorpositive Zelllinie MCF-7

Als erste Zelllinie wurde die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 verwendet. Dabei handelt es sich
histologisch um Zellen eines von einer kaukasischen Frau stammenden Adenokarzinoms vom
Luminal A-Subtyp [5]. Diese ER-positiven Karzinomzellen exprimieren die ER-alpha und -beta
sowie den Progesteronrezeptor [5, 128].

Im Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock waren die Zellen bei -188 °C im Stick-

stoff-Kiihlbehalter eingefroren.

& -

Abbildung 6:  Lichtmikroskopische Fotografie von ausgesaten MCF-7-Zellen.
20-fache VergroRerung. Der Pfeil markiert beispielhaft eine Zelle.

F= R R

Fiir den Auftauvorgang wurden sie erst fiir einige Minuten in Crushed Ice iberflihrt und dann
im Wasserbad auf Zimmertemperatur gebracht. Die Trennung vom Einfriermedium (aus
DMEM und DMSO) gelang nach Zugabe von 10 ml DMEM (+ 10 % FKS) in einem Tube und
kurzem Vortexen durch die Zentrifuge (1200 rpm fir 6 min; ohne Bremse). Nach Austausch
der Flussigkeit mit 6 ml DMEM (+ 10 % FKS) konnte das Zellpellet durch erneutes Vortexen
aufgeldst und die vereinzelten Zellen in der 25 cm?2-Zellkulturflasche mit Bakterienfilter aus-
gesat werden.

Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, einer Begasung von 5 % CO; und einer
wasserdampfgesattigten Atmosphéare. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde aus-

schliefRlich unter sterilen Kautelen unter der Laborabzugshaube gearbeitet. Alle zwei bis drei
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Tage wurde das Medium gewechselt und die Zellen in eine neue Flasche (iberfihrt (5 ml bei
25 cm?-Zellkulturflasche, 10 ml bei 75 cm2-Zellkulturflasche, 15 ml bei 175 cm?-Zellkulturfla-
sche), sobald eine 70-80 %-ige Konfluenz unter dem Mikroskop zu beobachten war.

So gelang innerhalb von zehn Tagen die Anzucht ausreichend vieler Zellen fiir eine groRRe
175 cm?-Zellkulturflasche, die als Grundlage fiir das Aussden der Testpopulationen dienten
und mittels nachfolgendem Schema bei konstanter Menge gehalten wurden.

Beim Passagieren wurden nach Absaugen des verbrauchten Mediums zunachst 7,5 ml PBS
zugegeben, um das im Kulturmedium vorhandene FKS von den Zellen abzusplilen. Dies sollte
gewadhrleisten, dass das nachfolgend hinzugefiigte Trypsin effektiver wirken kann. Mit der Pro-
tease Trypsin, zuvor im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdiinnt, konnte die Zelladhdrenz am Boden
der Zellkulturflasche bei einer kurzen Inkubationszeit von maximal 5 min aufgel6st werden.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit der 1,5-fachen Menge an DMEM (+ 10 % FKS) gestoppt
und die Zellen in der Zentrifuge (bei 1000 rpm fiir 5 min; ohne Bremse) zum Absinken ge-
bracht. Darauf folgte die Resuspension des Zellpellets mit frischen 10 ml DMEM (+ 10 % FKS)
mittels Vortex und die Aussaat von etwa einem Drittel der Suspension zur weiteren Prolifera-
tion. Die Zellen fir die Tests im Rahmen dieser Studie wurden nach Zellzdhlung ebenfalls

ausgesat.



2. Material und Methoden 34

2.3.2 Estrogenrezeptornegative Zelllinie MDA-MB-231

Als zweite Zelllinie wurde die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 verwendet. Dabei han-
delt es sich histologisch um Zellen einer Pleurametastase eines Adenokarzinoms vom basalen
Subtyp einer kaukasischen Frau [6]. Im Gegensatz zur Zelllinie MCF-7 exprimiert diese ER-
alpha und -beta, sowie den Progresteronrezeptor nicht [6, 128].

Auch diese Zellen waren im Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock bei -188 °C

im Stickstoff-KiihIbehalter eingefroren.

Abbildung 7:  Lichtmikroskopische Fotografie von ausgesaten MDA-MB-231-Zellen.
20-fache VergroRerung. Der Pfeil markiert beispielhaft eine Zelle.

Zum schonenden Auftauen erfolgte zunichst die Uberfiihrung fiir einige Minuten in Crushed
Ice und anschlieRend die allmahliche Temperaturerhohung im Wasserbad. Um das DMSO aus
dem Einfriermedium auszuwaschen, gelang nach Uberfiihrung der Suspension in ein Tube mit
10 mI DMEM (+ 10 % FKS) und anschliefendem Vortexen sowie Zentrifugation (bei 1200 rpm
fir 6 min; ohne Bremse) das Absetzen eines Zellpellets. Nun konnte nach Dekantieren des
flissigen Uberstandes und Zugabe von 6 ml DMEM (+ 10 % FKS) sowie erneutem Vortexen die
fertige Suspension mit vereinzelten Zellen zum Aussden in die 25 cm?-Zellkulturflasche mit
Bakterienfilter hergestellt werden.

Die Heranziichtung im Brutschrank und das sterile Hantieren erfolgten analog zur vorherigen
Zellreihe mit folgenden Abweichungen: Sobald beim Wechseln des Mediums eine 70-80 %-ige
Konfluenz der Zellen festzustellen war, konnte passagiert werden. So gelang innerhalb von

funf Tagen die Anzucht ausreichender Zellen fir eine groBe 175 cm?2-Zellkulturflasche, die als
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Grundlage fiir das Aussden der Testpopulationen dienten und mittels im Folgenden beschrie-
benem Schema bei konstanter Menge gehalten wurden.

Zum Passagieren wurden nach Absaugen des alten Mediums als erstes 7,5 ml PBS hinzugege-
ben, um den FKS-Anteil des Mediums von den Zellen zu spilen. Dadurch sollte das
anschlieRend zugefligte Trypsin effektiver wirken. Letzteres wurde zuvor mit PBS im Verhalt-
nis 1:10 verdunnt und konnte dann die Zellen bei einer Einwirkzeit von 2-3 min von dem Boden
der Zellkulturflasche I6sen. Daraufhin wurde die Reaktion mit der 1,5-fachen Menge an DMEM
(+ 10 % FKS) gestoppt und die Zellen in einem Tube in der Zentrifuge (bei 1000 rpm fir 5 min;
ohne Bremse) zum Zellpellet geformt. Nach Entfernung des fliissigen Uberstandes und Re-
suspension mit 10 ml DMEM (+ 10 % FKS) wurden die Zellen mittels Vortex gleichmaRig in der
Suspension verteilt. AnschlieRend erfolgte die Aussaat von etwa einem Drittel der Zellen in
eine neue Zellkulturflasche. Fiir die Zelltests wurden die Zellen nach Zellzdhlung in die 96-

Wellplatte ausgesat (Kapitel 2.4.2).

2.4 Vorbereitung der Zelltests

2.4.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

Bei allen Zelltests kam eine transparente 96-Well-Zellkultur-Testplatte zum Einsatz. Um fir
jedes Well gleiche Testbedingungen zu schaffen, musste fir eine moglichst gleiche Anzahl
lebender Zellen in den Wells gesorgt werden. Vorangegangene Untersuchungen im For-
schungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock haben fiir jeden Zelltest eine optimale
Zellzahl pro Well ergeben, die von 300.000 bis 500.000 Zellen/ml pro Well reichte.

Fir die Zellzéhlung wird zunachst eine 1:1:20-Zellverdiinnung aus der Ausgangs-Zellsuspen-
sion mit Trypanblau angesetzt: 360 ul DMEM + 20 pl Zellsuspension + 20 pl Trypanblau. Der
Farbstoff Trypanblau dient zur Detektion abgestorbener Zellen. Dies geschieht auf der Grund-
lage, dass Trypanblau ein saurer Farbstoff ist, der als Anion sehr leicht eine Bindung zu
Proteinen aufbauen kann [76]. Aufgrund der Membrandurchldssigkeit toter Zellen kann der
Azofarbstoff ins Cytoplasma diffundieren und farbt diese unter dem Mikroskop sichtbar blau
an, wahrend intakte lebende Zellen keinen Farbstoff aufnehmen und somit hell erscheinen
[117].

10 ul dieses Gemisches werden moglichst luftblasenfrei auf die zuvor gereinigte und mit Deck-
glas versehene Birker-Zahlkammer aufgebracht. Eine Biirker-Zdhlkammer besitzt zwei

Zahlnetze (Abbildung 8), in denen eine Auszadhlung der vitalen Zellen in je 25 Quadraten
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erfolgt. Welche Quadrate hierfiir ausgewahlt werden, kann zu Beginn selbst definiert werden,
sollte aber bei jeder nachfolgenden Zellzahlung identisch sein. Die Gesamtzellzahl ldsst sich
dann wie folgt berechnen:

Zellen/ml = Zellzahl x 10 x 10*
Dabei werden die gezahlten Zellen der 2 x 25 Quadrate, der Verdiinnungsfaktor 10 sowie der

Volumenfaktor 10* eingesetzt.

Abbildung 8:  Zahlnetz einer Birker-Zahlkammer unter mikroskopischer Sicht in Anlehnung an Paul
Marienfeld 2021 [96].

Da Trypanblau bei zu langer Einwirkzeit zytotoxisch wirkt, wurden die lebenden Zellen inner-
halb von fiinf Minuten gezahlt [117]. Die ermittelte Gesamtzahl zugrunde nehmend wurde die
Ausgangs-Zellsuspension so mit Medium verdiinnt, dass nach der Aussaat die festgelegte End-

konzentration an Zellen pro Well (Zielvolumen 100 ul pro Well) vorlag.
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2.4.2 Praparation der Wellplatten

Die Durchfiihrung eines jeden Zelltests umfasste drei Tage. Am ersten Tag wurden die Zellen
nach der Zellzdhlung in die Wellplatten ausgesat und 24 Stunden im Brutschrank (37 °C, 5 %
CO,, wasserdampfgesattigte Atmosphare) inkubiert. Nach morphologischer Kontrolle der
Zellen unter dem Mikroskop am zweiten Tag wurden die Testsubstanzen in die Wells hinzuge-
geben und erneut fiir 24 Stunden inkubiert bis zur Durchfiihrung des Tests am dritten Tag. Die
Testsubstanzen machten stets 1 % des Well-Inhaltes aus.

Dabei erfolgte beim CellTiter-Glo-Zellviabilitatstest, CytoTox-Glo-Zytotoxizitatstest und Neu-
tralrot-Zellviabilitatstest jeweils eine 3-fach-Bestimmung aller Testsubstanzen, beim BrdU-
Zelltest eine 4-fach-Bestimmung (also 3 bzw. 4 Wells mit der gleichen Testsubstanz fir jeden
durchgefiihrten Zelltest). Zur besseren Vorstellung folgt ein exemplarisches Wellplatten-

Schema in Abbildung 9.
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Abbildung 9:  Schematische Darstellung einer beispielhaften 96-Wellplatte und ihrer Belegung mit
Testsubstanzen.

Obwohl in den finalen Diagrammen nicht dargestellt, fanden ebenfalls Kontrollen der
einzelnen Losungsmittel ohne geldste Probensubstanz statt, bei denen ein proliferations-
hemmender Einfluss in der angewandten Menge 107 ausgeschlossen werden sollte (1 pl

zugegebene Testsubstanz bei 100 ul Zellsuspension im Well).
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2.5 Immunhistochemie
Als Grundlage fir die Zelltests ist im Vorhinein der Rezeptorstatus der Zellreihen mittels im-
munhistochemischer Untersuchungen tberpriift worden. Dies diente der Sicherstellung, dass
auch in hoheren Zellpassagen der vom Hersteller angegebene Rezeptorstatus nachweislich
war. Fir die MCF-7-Zellreihe vom Luminal A-Subtyp war eine Positivitat fir den ER-alpha und
-beta sowie den Progesteronrezeptor angegeben, wahrend die MDA-MB-231-Zellreihe vom
basalen Subtyp negativ fiir diese drei Rezeptortypen sein sollte [5, 6]. Der HER2/neu-Rezeptor
sollte bei beiden nicht exprimiert sein [128].
Die Prifung geschah mit Hilfe des Untersuchungskits ,ImmPRESS Universal Reagenz Anti
Mouse/Rabbit Ig Kit“ und des , LinRed Substratkit fiir Peroxidase”.
Prinzip
Die indirekte Immunmarkierung beruht auf einer Antigen-Antikoérper-Reaktion, bei der initial
ein rezeptorspezifischer Primdrantikorper an das dquivalente Rezeptorantigen ankniipft. Der
Sekundarantikorper, der an diesen entstandenen Komplex bindet, besitzt das Enzym Peroxi-
dase, welches bei Zugabe eines Substrats ein sichtbares, rotes Reaktionsprodukt entstehen
lasst [117].
Durchfihrung
Schritt 1:  Zellaussaat auf eine 24-Wellplatte, 300 ul/Well Zellsuspension (Konzentration
300.000 Zellen/ml), Inkubation fir 48 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, was-
serdampfgesattigte Atmosphare)
Schritt 2:  Medium entfernen und 3-mal jedes Well mit 300 ul PBS spiilen
Schritt 3:  Zugabe von 300 ul Formafix 4 % in jedes Well, Inkubation bei RT fiir 30 min
Schritt 4:  erneutes 3-maliges Spulen mit 300 ul PBS
Schritt 5: Zugabe von 300 pl H20, 0,3 % in jedes Well, Inkubation bei RT fir 30 min
Schritt 6:  2-mal jedes Well mit 300 pl PBS Spllen, ein 3. Mal PBS bei RT fiir 5 min inku-
bieren, vorsichtig schwenken, dekantieren
Schritt 7:  Zugabe von 4 Tropfen Horse Serum (zur Blockade unspezifischer Bindungen)
in jedes Well, Inkubation bei RT fur 20 min, dekantieren (aulRer bei der Nega-

tivkontrolle)
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Schritt 8:  Antikorper nach Beipackzettel mit PBS verdiinnen (ER-alpha und PR: 1:200; ER-
beta: 1:40); jeweils 100 ul in das dafiir vorgesehene Well geben, Inkubation im
Kthlschrank (+8 °C) fir 24 h

Schritt 9:  Uberstand entfernen und 3-mal jedes Well mit 300 pl PBS spiilen

Schritt 10: Zugabe von 4 Tropfen Mouse Serum (Sekundarantikorper) in jedes Well, Inku-
bation bei RT fiir 30 min

Schritt 11:  erneutes 3-maliges Spllen mit 300 ul PBS

Schritt 12:  Zugabe von 200 pl LinRed in jedes Well, Inkubation bei RT im Dunkeln fur 15
min

Schritt 13:  Abstoppen der Farbreaktion mit 300 pl Leitungswasser je Well

Schritt 14: Mikroskopische Analyse der Rezeptorexpression
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2.6 Zelltests

2.6.1 BrdU-Zellproliferationstest

Prinzip

Dieser kolorimetrische Immunoassay erfasst das Ausmal} einer stattfindenden Zellprolifera-

tion durch den Einbau eines zugefligten Pyrimidinanalogons, dem 5-Bromo-2‘-desoxyuridin

(BrdU), anstelle von Thymidin in die DNA (Abbildung 10) [111].

(0] (0]
Br
| NH | NH
O © (0] o
OH OH
Thymidin 5'-Bromo-2'-desoxyuridin (BrdU)

Abbildung 10: Strukturformeln von Thymidin und BrdU nach Iball et alii 1966
und Young et alii 1969 [49, 143].
Wahrend in der Position, in der bei Thymidin eine Methylgruppe angehangt ist (blau),
ist bei dem Pyrimidinanalogon BrdU Brom (rot) zu finden.

Nach dessen Zugabe und Einbau in die DNA werden die Zellen fixiert und denaturiert, um eine
Bindung mit dem im Anschluss zugegebenen BrdU-Antikorper (anti-BrdU-POD) an das BrdU in
der neusynthetisierten DNA zu ermdglichen. Der entstandene BrdU-Antikérper-Komplex be-
sitzt eine Peroxidase (POD), die — nach der Bindung des Antikdrpers an das in die DNA
eingebaute BrdU — das anschlieRend zugefligte Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) umsetzt.
Dies bewirkt einen blauen Farbumschlag. Die Absorptionswerte des farbigen Reaktionspro-
duktes werden mittels ELISA-Reader ausgemessen. Die Menge an entstandenen Komplexen
bzw. die Intensitat des Farbumschlags und somit der Absorptionswerte korreliert mit der Mi-
toserate der Zellen [111].
Durchfihrung
Die Durchfiihrung erfolgte gemaR der Anleitung des Herstellers Roche [111].

Schritt 1:  Zellaussaat auf eine 96-Wellplatte, 100 ul/Well Zellsuspension (Konzentration

300.000 Zellen/ml), Inkubation flr 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, wasser-

dampfgesattigte Atmosphare)
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Schritt 2:

Schritt 3:

Schritt 4:

Schritt 5:

Schritt 6:

Schritt 7:
Schritt 8:

Schritt 9:

Zugabe der Testsubstanzen, 1 ul/Well, Inkubation fiir 24 h im Brutschrank (s. o0.)
BrdU-Reagenz mit DMEM 1:100 ansetzen und 10 pl in jedes Well hinzugeben
(ausgenommen der Background-Reihe), 3 min auf den Plattenrittler um gleich-
maRiges Verteilen zu gewahrleisten, Inkubation fir 3 h im Brutschrank (s. o.)
Zelluberstand dekantieren, Zugabe von 200 ul FixDenat in jedes Well, Inkuba-
tion bei RT fur 30 min

Anti-BrdU-POD-Antikérper mit Antibody-dilution-solution 1:100 verdiinnen,
Zelluberstand dekantieren, je 100 ul der Antikérpersuspension in jedes Well, In-
kubation bei RT fur 60 min

Waschlosung aus Waschpuffer und Aqua bidest. Wasser 1:10 ansetzen, Zell-
Uberstand dekantieren und leicht auf einem Filterpapier ausklopfen, 3-mal
jedes Well mit 200 pl Waschlésung spiilen und ausklopfen

Zugabe der Substratlésung (TMB), 100 pl/Well, Inkubation bei RT fiir 10-15 min
Abstoppen der Reaktion mittels Zugabe von H,S04 1 M, 25 ul/Well

Messung mit dem ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm und einer

Referenzlange von 620 nm
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2.6.2 Neutralrot-Zellviabilitatstest

Prinzip

Dieser Neutralrot-Aufnahme-Assay ermdglicht eine quantitative Einschatzung der lebenden
Zellen in einer Zellkultur. Der Farbstoff gelangt durch passive Diffusion durch die Zellmembran
der Zellen und reichert sich in ihren Lysosomen an [109]. Es kommt zu einer elektrostatischen
Bindung an Phosphat- und/oder Carboxylgruppen in der lysosomalen Matrix [139]. Wahrend
bei physiologischem pH-Wert der Neutralrot-Farbstoff ungeladen vorliegt und passiv durch
die Zellmembranen diffundieren kann, liegt er innerhalb von Lysosomen aufgrund des dort
vorkommenden niedrigeren pH-Wertes geladen vor. Da der Farbstoff so die Lysosomen-
membran nicht erneut Giberwinden kann, reichert er sich innerhalb der Lysosomen an. Sind
die Zellen nicht in der Lage, den ATP-abhangigen pH-Gradienten zwischen Lysosomen und Zy-
toplasma aufrecht zu erhalten, z. B. aufgrund von ATP-Mangel bei Zellschaden oder -tod, kann
das Neutralrot dementsprechend weniger angereichert werden [109]. Mikroskopisch ist dann
eine diffuse Farbverteilung iber Nukleus und Zytoplasma zu sehen, bei der die Konzentration
auf beiden Seiten der Membran gleich ist [34].

Folglich erlaubt die Neutralrotbindungskapazitat Riickschlisse auf die Integritat der Zell-
membran [34]. Die Fahigkeit der Zellen bei lysosomaler Integritdt den Farbstoff Neutralrot
anzureichern, gilt als hochsensitiver Marker fiir die Zellviabilitat [109].

Durchfihrung

Die Durchfiihrung orientiert sich an der Anleitung des Herstellers Sigma Aldrich und der Na-
ture Publikation von Repetto 2008 [109]. Vorangegangene Promovenden etablierten diesen
Zelltest als neue Methode im Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock und gene-
rierten nach zahlreichen Vorversuchen und Modifikationen eine optimale Vorgehensweise,
die das Ausfallen von ergebnisverfialschenden Kristallprazipitaten geringhalten sollte.

Schritt 1:  Zellaussaat auf eine 96-Wellplatte, 100 ul/Well Zellsuspension (Konzentration
500.000 Zellen/ml), Inkubation fir 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, wasser-
dampfgesattigte Atmosphare)

Schritt 2:  Zugabe der Testsubstanzen, 1 ul/Well, Inkubation flir 24 h im Brutschrank (s. o.)

Schritt 3: pH-Wert des Mediums DMEM (ohne Phenolrot, ohne Zusatze) mithilfe von 1 M
HCI auf einen pH-Wert von 7,2 titrieren, Zugabe von Neutralrotlésung (0,33 %)

fur eine Endkonzentration von 3 %



2. Material und Methoden 43

Schritt 4:  Medium aus den Wells entfernen, 100 ul der in Schritt 3 angesetzten Lésung in
jedes Well geben, Inkubation fiir 30 min im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, wasser-
dampfgesattigte Atmosphéare) mit regelmaligen mikroskopischen Kontrollen
auf Kristallprazipitation

Schritt 5:  Medium aus den Wells entfernen, jedes Well mit 150 pl PBS spiilen, absaugen

Schritt 6:  Zugabe von Neutralrot-Freisetzungslosung zum Lésen des Farbstoffes aus den
Zellen, 100 ul/Well

Schritt 7:  Zellkulturplatte 14 min bei 200 Schwingungen/min bei RT auf den Plattenrittler
stellen

Schritt 8: Messung mit dem ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 570 nm und einer

Referenzlange von 655 nm

2.6.3 CellTiter-Glo-Zellviabilitatstest

Prinzip

Dieser Lumineszenz-Assay dient der quantitativen Bestimmung lebender Zellen in einer Zell-
kultur anhand der Quantifizierung des Adenosintriphosphats (ATP). ATP spielt insofern eine
zentrale Rolle im Energiekreislauf biologischer Systeme, als dass es den wichtigsten Bereitstel-
ler von unmittelbarer Energie darstellt und in allen metabolisch aktiven Zellen prasent ist [23].
Somit gilt ATP allgemein als gliltiger Marker fir lebende Zellen [83]. Das intrazelluldre ATP
wird durch den im CellTiter-Glo-Reagenz enthaltenen lysierenden Buffer freigesetzt und steht
somit bereit zur Reaktion mit dem ebenfalls darin enthaltenen Substrat. Letzteres enthalt das
Enzym Luciferase, welches unter Beisein von ATP, Sauerstoff und Magnesium das Luciferin
zum Oxyluceferin, einem Lichtquant und Nebenprodukten reagieren ldasst (Abbildung 11)
[100]. Das thermostabile Enzym basiert auf den Genen des Glihwiirmchens Photuris penn-
sylvanica (LucPpe2) und verhindert im Gegensatz zu seinem historischen Vorganger Photinus
pyralis (LucPpy), dass die endogene Freisetzung von ATPasen die Messung verfilscht. Das lu-
mineszierende Signal kann mittels eines Luminometers gemessen werden und steht in

linearem Bezug zur Anzahl der zuvor lebenden Zellen im Well [100].



2. Material und Methoden 44

HO

CO,H

S N

4
/7 +ATP+02
N S

Luciferin Luciferase

Mg2+

0

0 S N
/ |
/ + AMP+ CO; + Lichtquant

N S + Nebenprodukte
Oxyluciferin
Abbildung 11: Die Luciferase-Reaktion nach Promega Corporation 2001 [100].

Monooxigenierung von Luciferin ist katalysiert durch die Luciferase in Anwesenheit
von Mg?*, ATP und molekularem Sauerstoff [100].

Durchfiihrung

Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der Anleitung des Herstellers Promega mit der

Modifikation der halbierten Mengenangaben aufgrund finanzieller Randbedingungen des

Forschungslabors der Universitatsfrauenklinik Rostock [100].

Schritt 1:

Schritt 2:

Schritt 3:

Schritt 4:

Schritt 5:

Zellaussaat auf eine 96-Wellplatte, 50 ul/Well Zellsuspension (Konzentration
600.000 Zellen/ml), Inkubation flr 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, wasser-
dampfgesattigte Atmosphare)

Zugabe der Testsubstanzen, 0,5 ul/Well, Inkubation fir 24 h im Brutschrank
(s.0.)

Ansetzen des CellTiter-Glo®-Reagenz aus CellTiter-Glo® Buffer und Substrat,
Vermengung auf Rollenmaschine, 50 ul/Well verteilen, 3 min auf den Platten-
ruttler, Inkubation bei RT fiir 30 min

Ubertragung auf weiRe, intransparente GloMax-Testplatte (zur Vermeidung von
Lichtleitung in angrenzende Wells)

Lumineszenzmessung mittels GloMax Luminometer
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2.6.4 CytoTox-Glo-Zytotoxizitatstest
Prinzip
Dieser Lumineszenz-Assay dient der quantitativen Bestimmung lebender Zellen in einer Zell-
kultur anhand einer Protease, die mit Zytotoxizitat assoziiert ist [101]. Das zugegebene AAF-
Glo™ Substrat (AAF: Alanyl-alanyl-phenylalanyl-aminoluceferin) wird durch die Proteasen, die
bei verlorener Membranintegritat aus den toten Zellen heraus diffundieren, zu Aminolucefe-
rin gespalten. Dies wird nun durch das ebenfalls im AAF-Glo™ Reagenz enthaltenen Enzym
Luciferase unter Entstehung eines Lichtquants umgesetzt. So wird ein stabiles lumineszieren-
des Signal generiert, dass mittels eines Luminometers gemessen werden kann. Im zweiten
Schritt kann mittels eines Lysis-Reagenz, welches Digitonin enthalt, durch Abtéten der leben-
den Zellen ein lumineszierendes Signal aller Zellen im Well erzielt werden [101]. Anhand
Subtraktion des initialen Signals der toten Zellen vom zweiten Signal der Gesamtheit der Zellen
kann auf die Anzahl der zu Testbeginn vitalen Zellen zuriickgeschlossen werden:
Signal lebender Zellen = Signal bei totaler Zytotoxizitat — Signal initialer Zytotoxizitat
Durchfiihrung
Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der Anleitung des Herstellers Promega [101].
Schritt 1:  Zellaussaat auf eine 96-Wellplatte, 100 ul/Well Zellsuspension (Konzentration
300.000 Zellen/ml), Inkubation fir 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, wasser-
dampfgesattigte Atmosphare)
Schritt 2:  Zugabe der Testsubstanzen, 1 ul/Well, Inkubation flir 24 h im Brutschrank (s. 0.)
Schritt 3:  Ansetzen des AAF-Glo™ Reagenz aus AAF-Glo™ Substrat und Buffer, Vermen-
gung auf der Rollenmaschine, 50 ul/Well verteilen, 3 min auf den Plattenrittler,
Inkubation bei RT fur 15 min
Schritt 4:  Ubertragung auf GloMax-Testplatte
Schritt 5:  Lumineszenzmessung mittels GloMax Luminometer
Schritt 6:  Ubertragung auf 96-Wellplatte
Schritt 7:  Ansetzen des Lysis Reagenz aus Assay Buffer und Digitonin, 50 ul/Well verteilen,
3 min auf den Plattenriittler, Inkubation bei RT fiir 15 min
Schritt 8: Ubertragung auf weiRe, intransparente GloMax-Testplatte (zur Vermeidung von
Lichtleitung in angrenzende Wells)

Schritt 9:  Lumineszenzmessung mittels GloMax Luminometer
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2.6.5 Messung der Glucose- und Lactatkonzentration und des pH-Wertes
Wie eingangs im Kapitel zu Tumorgenese und -metabolismus erlautert, charakterisiert den
Metabolismus von Tumorzellen eine im Sinne des Warburg-Effekts veranderte Stoffwechsel-
lage hin zur Glykolyse mit Lactatsynthese auch unter aeroben Bedingungen [22]. Um dem
hierbei und aufgrund der intensivierten Zellteilung entstandenem gesteigerten ATP-Bedarf
gerecht zu werden, wird die Glucoseaufnahme um ein Vielfaches im Verhaltnis zu normalen
Zellen erhoht. Das Uber diesen Weg der Energiegewinnung produzierte Lactat akkumuliert
und bedingt eine saure Mikroumgebung der Zellen [17].
Die Parameter Glucose, Lactat und pH-Wert sollen als Indikator fiir den veranderten Stoff-
wechsel unter Einfluss der Testsubstanzen gemessen werden.
Prinzip
Die pH-Messungen wurden eigenstandig mittels pH-Mess-Elektrode im Forschungslabor der
Universitatsfrauenklinik Rostock durchgefiihrt. Die Glucosemessung fand als enzymatischer
UV-Test durch die Abteilung fiir Labordiagnostik des Klinikum Slidstadt Rostock statt; die
Lactatmessung als enzymatischer Farbtest ebenso (Prinzipien der Untersuchungsmethoden
dazu im Appendix).
Durchfihrung
Schritt 1:  Zellaussaat auf eine 96-Wellplatte, 100 ul/Well Zellsuspension (Konzentration
300.000 Zellen/ml), Inkubation flr 24 h im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, wasser-
dampfgesattigte Atmosphare)
Schritt 2:  Zugabe der Testsubstanzen, 1 ul/Well, Inkubation flir 24 h im Brutschrank (s. o.)
Schritt 3:  Zusammenfiihrung der Wellinhalte einer Testsubstanzreihe in ein Eppendorf-
Tube
Schritt 4:  Zur Glucose- und Lactat-Bestimmung Ubergabe an die Abteilung fiir Labordiag-
nostik des Klinikum Stidstadt Rostock

Schritt 5:  pH-Wert-Messung mittels des pH-Meters
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2.7 Auswertung der Zelltests

Bei allen Zelltests wurde von jeder Testsubstanz bzw. Kontrolle eine 3- bis 4-fach-Bestimmung
angesetzt und jeder Test 3- bis 5-mal wiederholt (Abbildung 9). Die ermittelten Werte wurden
stets zeitgleich am dritten Tag fir die gesamte 96-Wellplatte erhoben. Bei der Auswertung der
Rohdaten wurde im ersten Schritt der Mittelwert aus jeder Reihe strukturell gleicher, unab-
hiangiger Wells gebildet und anschlieRend die Uberlebensrate nach folgender Formel mit den
Mittelwerten berechnet. Die Uberlebensrate soll hier stellvertretend fiir Zellviabilitit bzw.

Zellproliferation je nach verwendetem Zelltest stehen.

.. Testsuspension — Medium
Uberlebensrate [%] = 100 X

Loésungsmittelsuspension — Medium

Testsuspension = Testsubstanz + Losungsmittel + Medium + Zellen

Losungsmittelsuspension = Losungsmittel + Medium + Zellen

Hieraus ergibt sich nach Einsatz der Bestandteile wie folgt:

Uberlebensrate [%]

— 100 x Testsubstanz + Losungsmittel + Medium + Zellen — Medium

Losungsmittel + Medium + Zellen — Medium

Testsubstanz + Losungsmittel + Zellen

= 100 x
Losungsmittel + Zellen

So wird deutlich, dass die im Kapitel 3.3 graphisch dargestellte Uberlebensrate in % nur dann
von 100 % abweicht, wenn die Testsubtanz eine Wirkung entfaltet.

Im Folgenden werden Medium und Zellen mit Zusatz des Lésungsmittels in 10-2-facher Kon-
zentration begrifflich ohne den Losungsmittelanteil verwendet, da davon ausgegangen wird,
dass der niedrigkonzentrierte Lésungsmittelanteil das Zellliberleben nicht entscheidend nega-
tiv beeinflusst. Diese Annahme ist mittels in dieser Arbeit nicht ndher dargestellten parallel
ablaufender Tests validiert worden.

Nun wurden mit den bereinigten Mittelwerten auch Standardabweichungen sowie Signifikan-

zen bestimmt, wobei das Signifikanzniveau auf p < 0,05 festgelegt wurde. So sind also
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diejenigen Werte in den Diagrammen (Kapitel 3.3) mit einem Sternchen (*) markiert, die sich
signifikant vom ungestérten Wachstum unterscheiden [106].

Es erfolgte eine statistische Beratung durch das Institut fur Biostatistik und Informatik der Uni-
versitat Rostock und daraufhin die Berechnung mittels T-Test flir unabhangige Stichproben

mit Microsoft Excel 2020, Version 16.37.
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3. Ergebnisse

3.1 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Fir jeden angefertigten Moringablattextrakt, ebenso wie fiir jede zu testende Referenzsub-
stanz, wurden zwei bis drei Messdurchgange durchgefiihrt, um eventuelle Abweichungen in
den Graphen zu detektieren. Bei Betrachtung des ersten Ethanolextraktes mit weniger
Moringablattpulver im Ansatz, sowie dem Wasser- und Methanolextrakt zeigten sich die ein-
zelnen Peaks als Hinweise fir aufgetrennte Einzelstoffe so schwach ausgepragt, dass davon
ausgegangen werden musste, dass sich die Bestandteile nicht im bestmdéglichen Ausmal? ge-
|6st hatten. So wurde ein zweiter Ethanolextrakt mit grofSerer Menge an Moringablattpulver
und schonenderer Zubereitung bei einem Mikrowellenprogramm mit niedrigerer Temperatur
Uber einen langeren Zeitraum angesetzt, bei dem sich nun eindeutiger abgrenzbare Peaks ab-
zeichneten.

Abbildung 12 und Abbildung 13 zeigen die HPLC-Ergebnisse von diesem Ethanolextrakt mit
den synthetisch produzierten Reinsubstanzen. Ein Graph entspricht dabei jeweils einem
Durchgang. Zur Verdeutlichung der Gbereinstimmenden Peaks wurden hier mehrere Graphen
Ubereinandergelegt wurden. Auf der y-Achse ist die UV-Absorbanz bei 254 nm Wellenldange

und auf der x-Achse die Zeit in Minuten dargestellt.
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Abbildung 12: Chromatogramm eines HPLC-Durchlaufs mit dem Moringablattethanolextrakt sowie
den qualitativ nachgewiesenen Referenzsubstanzen Folsdure, Rutin und Quercetin.

Aufgetragen ist die UV-Absorbanz [AU] bei 254 nm Wellenlange gegen die Zeit in Minuten [min].
Schwarz = Moringablattextrakt, griin = Folsdure, rot = Rutin, gelb = Quercetin.
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Da die Retentionszeit eines Stoffes, also diejenige Zeit zwischen Injektion der Testsubstanz bis
zum aufgezeichneten Maximum, unter identischen chromatographischen Bedingungen im-
mer gleich ist, lasst ein Vergleich der Peaks die Identifikation der Substanzen im Extrakt zu
[85]. Abbildung 12 zeigt eine Ubereinstimmung der Referenzsubstanzen Fols&ure bei 6,7 min,

Rutin bei 25,5 min und Quercetin bei 27,6 min.
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Abbildung 13: Chromatogramm eines HPLC-Durchlaufs mit dem Moringablattethanolextrakt sowie
den qualitativ nicht sicher nachweisbaren Referenzsubstanzen Daidzein, Genistein, Isorhamnetin und
Kéampferol.

Aufgetragen ist die UV-Absorbanz [AU] bei 254 nm Wellenldange gegen die Zeit in Minuten [min].
Schwarz = Moringablattextrakt, griin = Daidzein, gelb = Genistein, blau = Isorhamnetin, grau = Kdm-
pferol.

Die anderen zur Prifung stehenden Flavonoide Daidzein, Genistein, Kdmpferol und Isorham-
netin konnten, wie in Abbildung 13 ersichtlich, anhand der typischen Peaks nicht sicher im
Extrakt nachgewiesen werden.

Die Auswertung dieser Ergebnisse erfolgte in enger Zusammenarbeit mit Professor Doktor rer.
nat. habil. Udo Jeschke (Leiter des Forschungslabors der Klinik und Poliklinik fir Frauenheil-

kunde und Geburtshilfe der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen).
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3.2 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen sollten den Rezeptorstatus der beiden verwen-
deten Zellreihen bestétigen, da bei hoheren Passagen zunehmende genomische Instabilitat
beflirchtet wird. Das rote Reaktionsprodukt zeigt sich proportional zur Peroxidaseaktivitat und
entspricht einer Rezeptorexpression. Es akkumuliert wegen der intrazelluldaren Steroidrezep-
toren im Zytosol und farbt dies rotlich an [117]. Auf diese Weise konnte fiir die Zellreihe
MCF-7 die Anwesenheit der Estrogenrezeptoren-alpha und -beta sowie des Progesteron-
rezeptors (B, C und D in Abbildung 14) verifiziert werden, wohingegen sich beim HER2/neu-

Rezeptor wie erwartet keine Reaktion zeigte (E in Abbildung 14).

Abbildung 14: Immunhistochemie
der MCF-7-Zelllinie.

A: Negativkontrolle

B: Estrogenrezeptor-alpha positiv
C: Estrogenrezeptor-beta positiv

D: Progesteronrezeptor positiv

E: HER2/neu-Rezeptor negativ

Die Pfeile markieren beispielhaft
Zellen.
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In beiden Abbildungen stellt A die Negativkontrolle dar, bei der kein markierender Antikdrper

hinzugegeben wurde.

Abbildung 15: Immunhistochemie
der MDA-MB-231-Zelllinie.

A: Negativkontrolle

B: Estrogenrezeptor-alpha negativ
C: Estrogenrezeptor-beta negativ
D: Progesteronrezeptor negativ

E: HER2/neu-Rezeptor negativ.

Die Pfeile markieren beispielhaft
Zellen.

Ty

Bei der Zellreihe MDA-MB-231 fand kein farblich kennzeichnender Rezeptornachweis statt, es

findet sich eine Negativitat fur jeden der gepriften Rezeptortypen (B bis E in Abbildung 15).
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3.3 Ergebnisse der Zelltests

3.3.1 BrdU-Zellproliferationstest

Bei diesem Test wird das AusmaR des Zellwachstums gemessen. Das Pyrimidinanalogon BrdU
wird anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut und kann mittels indirekter Antikdrperbin-
dung im ELISA bestimmt werden. Die Proliferation ist umso groRer, je hoher die

Messabsorbanz [111].

BrdU-Zelltest

B MCF-7 = MDA-MB-231
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Abbildung 16: BrdU-Zellproliferationstest. Zellproliferation [%] von MCF-7 (n=5, 4-fach-Bestim-
mung) und MDA-MB-231 (n=4, 4-fach-Bestimmung).

Angegeben sind die Moringablattextrakt-Verdiinnungen und Konzentrationen der zugegebenen Sub-
stanzen, die Zielkonzentration im Well betrigt davon den Faktor 107,

Mittelwerte + Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05).
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In dem Diagramm in Abbildung 16 ist die Proliferation in Prozent auf der y-Achse aufgetragen.
Auf der x-Achse sind ganz links Medium und Zellen ohne hinzugefligte Testsubstanz als Ver-
gleichsgroRe (100 %) aufgetragen, dies entspricht ungestértem Wachstum. Es folgt der
Ethanolextrakt aus Moringablattpulver in absteigender Konzentration; dann Tamoxifen und

Endoxifen als Negativkontrollen, sowie Estradiol als Positivkontrolle, anschlieBend die
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Referenzsubstanzen. Die roten Sdaulen demonstrieren die Zellreihe MCF-7 und die griinen die
Zellreihe MDA-MB-231.

Unter Einfluss des in der Mammakarzinomtherapie etablierten selektiven Estrogenrezeptor-
modulators (SERM) Tamoxifen und des aktiven Metaboliten Endoxifen ist bei beiden Zelllinien
eine Proliferation von 0,4 % bis 5,4 % festzustellen, was mit einem nahezu vollstandigen
Absterben der Zellen vereinbar ist. Bei Zugabe des Estradiol ist mit 104 % und 103,8 %
Proliferation bei beiden Zelllinien ein leichtes Ansprechen auf das proliferationsférdernde
Sexualhormon zu verzeichnen.

Der Ethanolextrakt zeigte insgesamt auf beide Zellreihen mit zunehmender Konzentration
eine wachstumshemmende Wirkung. Bei den MCF-7-Zellen liel8 sich unter Einfluss des 100 %-
igen Ethanolextraktes eine signifikant verringerte Proliferation von 35,7 % nachweisen, auch
bei 50 %-igem und 20 %-igem Extrakt war die EDso — also die effektive Dosis, bei der 50 % der
Individuen (hier: Zellen) den erwiinschten therapeutischen Effekt zeigen [36] — mit 41,5 % und
44,9 % Proliferation erreicht. Bei den MDA-MB-231-Zellen konnte diese MaRzahl nur bei
100 %-igem (mit 13,5 % Proliferation) und 50 %-igem (mit 21,25 %) Extrakt erreicht werden.
In weiteren Verdiinnungen zeigte sich die Proliferation mit zunehmender Extraktverdiinnung
proportional weniger stark eingeschrankt.

Beim Blick auf die im Moringablattextrakt enthaltenden Referenzsubstanzen zeigte Folsaure
auf keine der beiden Zellreihen signifikanten proliferationsférdernden Einfluss. Die MCF-7-
Zellreihe wurde unter Exposition von Quercetin auf 52,6 % Proliferation und von Rutin auf
79 % Proliferation signifikant im Wachstum gehemmt. Bei den MDA-MB-231-Zellen lieRen sich
keine signifikanten Ergebnisse erheben, unter dem Einfluss von Rutin zeigte sich eine gestei-

gerte Proliferation (113,9 %).
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3.3.2 Neutralrot-Zellviabilitatstest

Dieser Neutralrot-Aufnahme-Assay ermoglicht eine quantitative Einschatzung der lebenden
Zellen in einer Zellkultur. Der Farbstoff gelangt durch passive Diffusion durch die Zellmembran
und reichert sich in ihren Lysosomen nur dann an, wenn die Integritdt der Zellmembran erhal-
ten ist. Daher ist die Anreicherung ein hochsensitiver Marker fiir die Zellviabilitat [109].

In dem Diagramm in Abbildung 17 ist auf der y-Achse die Viabilitdt in Prozent angegeben. Die
x-Achse gleicht im Aufbau der BrdU-Grafik (Abbildung 16). Medium und Zellen sind als Bezugs-
groRe (100 %) gesetzt. Die Negativkontrollen Tamoxifen und Endoxifen sowie die Positiv-
kontrolle Estradiol fallen erwartungsgemafl aus: Tamoxifen und Endoxifen flihren zum

vollstandigen Zelltod, Estradiol regt das Zellwachstum an.

Neutralrot-Zelltest
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Abbildung 17: Neutralrot- Zellviabilitatstest. Zellviabilitat [%] von MCF 7 (n=3, 3-fach-Bestimmung)
und MDA-MB 231 (n=3, 3-fach-Bestimmung).

Angegeben sind die Moringablattextrakt-Verdiinnungen und Konzentrationen der zugegebenen Sub-
stanzen, die Zielkonzentration im Well betrigt davon den Faktor 102,

Mittelwerte + Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05).

Der Moringablattextrakt in 100 %-iger und 50 %-iger Konzentration flihrt bei beiden Zellreihen
mit signifikanten Viabilitaitsmessungen von unter 1 % ein vollstandiges Absterben herbei. Bei

allen weiteren Extraktverdiinnungen ist bei beiden Zellreihen keine EDso mehr zu verzeichnen.
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Die Referenzsubstanzen zeigen insgesamt keinen signifikanten Einfluss.

3.3.3 CellTiter-Glo-Zellviabilitatstest

Dieser Lumineszenz-Assay dient der quantitativen Bestimmung lebender Zellen in einer Zell-
kultur anhand der Quantifizierung des ATP. Das intrazellulare ATP wird durch den Buffer
freigesetzt und reagiert dann mit dem Enzym Luciferase unter anderem zu einem Lichtquant.
Das lumineszierende Signal kann mittels eines Luminometers gemessen werden und steht in
linearem Bezug zur Anzahl der lebenden Zellen im Well [100].

In dem Diagramm in Abbildung 18 ist auf der y-Achse die Viabilitat in Prozent aufgetragen. Auf
der x-Achse findet sich ganz links Medium und Zellen ohne Zusatz als BezugsgrofRe; anschlie-

Rend entspricht die Einteilung den vorangegangen Zelltest-Diagrammen.

CellTiter-Glo-Zelltest

B MCF-7 ® MDA-MB-231
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Abbildung 18: CellTiter-Glo-Zellviabilitatstest. Zellviabilitdt [%] von MCF 7 (n=3, 3-fach-Bestimmung)
und MDA-MB 231 (n=3, 3-fach-Bestimmung).

Angegeben sind die Moringablattextrakt-Verdiinnungen und Konzentrationen der zugegebenen Sub-
stanzen, die Zielkonzentration im Well betrigt davon den Faktor 102,

Mittelwerte + Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05).
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Bei der Extraktverdiinnungsreihe zeigt sich ein starkerer Einfluss auf die MCF-7-Zellreihe: bei

100 %-, 50 %-, 20 %- und 10 %-iger Verdliinnung lassen sich signifikante Werte (zwischen
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4,5 % und 24 %) fur eine stark gehemmte Vitalitat im Sinne der EDso erheben. Fir die triple-
negative MDA-MB-231-Zellreihe ergibt sich ebenfalls eine signifikante wachstumshemmende
Wirkung, allerdings ist bei 10 %-iger Verdiinnung mit 52,6 % Viabilitat eine deutlich geringere
Hemmung erkennbar als bei der ER- und PR-positiven Zelllinie (MC7-7).

Die Negativkontrollen (Tamoxifen und Endoxifen) zeigen Avitalitdat an und die Positivkontrolle
Estradiol mit 108 % und 102,9 % bei beiden Zellreihen leichten viabilitatsféordernden Einfluss.
Bei den Referenzsubstanzen zeigte nur Quercetin bei der MCF-7-Zellreihe eine signifikante

vitalitatshemmende Wirkung mit 72 % Viabilitat.

3.3.4 CytoTox-Glo-Zytotoxizitatstest
Dieser Zelltest dient als Lumineszenz-Assay der quantitativen Bestimmung lebender Zellen in
einer Zellkultur anhand einer Protease, die mit Zytotoxizitat assoziiert ist. In einer zweischrit-
tigen Reaktion entsteht ein Lichtquant; ein lumineszierendes Signal kann gemessen werden.
AnschlieBend kann mittels des Lysis-Reagenz durch Abtéten der lebenden Zellen ein lumines-
zierendes Signal aller Zellen im Well erzielt werden [101]. Anhand Subtraktion des initialen
Signals der toten Zellen vom zweiten Signal der Gesamtheit der Zellen kann auf die Anzahl der
zu Testbeginn vitalen Zellen riickgeschlossen werden:

Signal lebender Zellen = Signal bei totaler Zytotoxizitat — Signal initialer Zytotoxizitat
In dem Diagramm in Abbildung 19 ist auf der y-Achse die Viabilitdt in Prozent aufgetragen.
Die x-Achse ist mit der Aufreihung der Testsubstanzen identisch zu den vorherigen Diagram-

men.
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CytoTox-Glo-Zelltest
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Abbildung 19: CytoTox-Glo-Zytotoxizitdtstest. Zellviabilitat [%] von MCF-7 (n=4, 3-fach-Bestimmung)
und MDA-MB-231 (n=3, 3-fach-Bestimmung).

Angegeben sind die Moringablattextrakt-Verdiinnungen und Konzentrationen der zugegebenen Sub-
stanzen, die Zielkonzentration im Well betrigt davon den Faktor 102,

Mittelwerte + Standardabweichung. * = signifikant (p < 0,05).

Bei der MCF-7-Zellreihe sind signifikante Werte fir eine wachstumshemmende Wirkung bis
zur 10 %-igen Verdiinnung ersichtlich, hier ist mit 49 % eine EDso knapp erreicht. Bei der MDA-
MB-231-Zelllinie zeigt sich bei 100 %-iger und 50 %-iger Verdinnung ein starkerer Extraktein-
fluss als auf die estrogenrezeptorpositive Zellreihe, wohingegen bei 20 %-iger und 5 %-iger
Verdlinnung die Hemmung geringer ausfallt; bei 10 %-iger Verdiinnung liegt eine signifikante
Hemmung von 38,1 % vor.

Unter Einfluss von Tamoxifen und Endoxifen erschien auch hier mit unter 1,5 % verschwin-
dend geringe Viabilitdt; bei Zusatz von Estradiol ldsst sich eine proliferationsférdernde
Wirkung auf die MCF-7-Zellen bei einer Viabilitdt von 121 % beobachten, bei den MDA-MB-
231-Zellen eine geringere Auswirkung von 104,9 %.

Bei den Referenzsubstanzen ist bei den MCF-7-Zellen unter Folsdaure eine signifikante viabili-

tatsfordernde Wirkung mit 110,6 % zu erkennen, unter Quercetin eine signifikante Hemmung



3. Ergebnisse 59

auf 49,2 % Viabilitat und unter Rutin eine signifikante Hemmung auf 60,3 %. Bei den MDA-

MB-231-Zellen trat nur unter Quercetin ein signifikantes Ergebnis von 49,9 % Viabilitat auf.

3.3.5 Messung der Glucose- und Lactatkonzentration und des pH-Wertes

Der Metabolismus von Tumorzellen ist charakterisiert durch eine auch unter aeroben Be-
dingungen ablaufende vermehrte Glykolyse mit Lactatsynthese [22]. Der dadurch bedingte
erhohte ATP-Bedarf wird durch gesteigerte Glucoseaufnahme gedeckt, wahrend Lactat akku-
muliert und ein saures Milieu um die Zelle herum schafft [17]. Unter dem Einfluss von
storenden oder toxischen Substanzen ist anzunehmen, dass sich dieser Tumormetabolismus
verandert.

Zur Darstellung dessen wurden im Folgenden fiir die beiden Zellreihen einzeln die Parameter
Glucose und Lactat in mmol/I als Sdulen und der pH-Wert als Graph dargestellt. Auf der

x-Achse entspricht die Aufreihung der Testsubstanzen der in den anderen Diagrammen.
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Abbildung 20: Glucose- und Lactatkonzentrationen [mmol/I] sowie pH-Werte von MCF-7 (n=2).
Angegeben sind die Moringablattextrakt-Verdiinnungen und Konzentrationen der zugegebenen Sub-
stanzen, die Zielkonzentration im Well betrigt davon den Faktor 1072,

Zunachst einmal kann die Aussage gemacht werden, dass beide Zelllinien Stoffwechsel betrei-
ben. Unter ungestorten Bedingungen (als Medium und Zellen dargestellt) wird im Vergleich
zum Ausgangsmedium ohne Zellen Glucose verbraucht und Lactat produziert, wiahrend der
pH-Wert leicht absinkt.

Bei der MCF-7-Zellreihe wird Glucose bei allen Extraktverdiinnungen verbraucht, jedoch bei

hoherprozentigen Extraktkonzentrationen weniger Lactat angehauft als bei niedrigeren
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(Abbildung 20). Unter der Exposition von Tamoxifen und Endoxifen ist ein geringerer Ver-
brauch von Glucose sowie eine geringe Anhaufung von Lactat zu verzeichnen, wahrend der
pH-Wert dem von Medium ohne Zellen entspricht. Unter Zugabe von Estradiol konnte hier
kein gesteigerter Metabolismus in Form von vermehrtem Glucoseverbrauch und erhdhter

Lactatproduktion beobachtet werden.

MDA-MB-231-Zellreihe
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Abbildung 21: Glucose- und Lactatkonzentrationen [mmol/I] sowie pH-Werte von MDA-MB-231
(n=2).

Angegeben sind die Moringablattextrakt-Verdiinnungen und Konzentrationen der zugegebenen Sub-
stanzen, die Zielkonzentration im Well betrigt davon den Faktor 102,

Bei der MDA-MB-231-Zellreihe ist bei den Extraktverdiinnungen die Tendenz zu erkennen,
dass unter Exposition niedrigprozentiger Verdiinnungen mehr Glucose verbraucht und Lactat
produziert wird, wobei der pH-Wert teilweise kohdrent mit absinkt, teilweise aber auch wie
bei 3 %-iger Verdiinnung etwas unerwartet ansteigt (Abbildung 21). Unter Exposition von
Tamoxifen und Endoxifen wird deutlich, dass weniger Glucose umgesetzt wird und nicht so
viel Lactat angehaduft wird, wahrend der pH-Wert nicht absinkt. Bei der Positivkontrolle Estra-
diol ist eine gesteigerte Lactatsynthese ohne simultanen Glucoseverbrauch ersichtlich, auch

der pH-Wert sinkt nicht ab.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die chromatographischen Untersuchungen bestatigten das Vorkommen der in der Literatur
zu findenden Inhaltsstoffe Folsdaure, Quercetin und Rutin im angefertigten Moringablatt-
extrakt. Dies gelang anhand der Gbereinstimmenden Retentionszeiten mit den als Referenz-
substanz dienenden synthetischen Reinstoffen, welche unter identischen chromato-
graphischen Bedingungen immer konstant sind und so zur Identifikation von Substanzen in
Vielstoffgemischen dienen [85]. Die Flavonoide Daidzein, Genistein, Kimpferol und Isorham-
netin wurden ebenfalls in der Literatur als Bestandteile des Moringa oleifera genannt, lieRen
sich hier jedoch nicht nachweisen [72].

Die Analysemethode HPLC wurde auch in zahlreichen anderen Studien zur Detektion von Be-
standteilen in Moringablattextrakten genutzt [8, 72, 88]. Hier variierten die Inhaltsstoffe und
Mengen der Flavonoide je nach Ursprungsland, Genpool, Reifegrad der Blatter, Erntezeit und
Trockenmethode teilweise sehr stark, weshalb es durchaus moglich ist, dass im vorhandenen
Moringablattextrakt diese Flavonoide nicht enthalten sind [72]. Bajpai et alii konnten in ihren
Methanol-, Wasser- und Methanol-Wasser-Extrakten aus Moringablattpulver (Pflanze ge-
wachsen in Indien) mittels HPLC Quercetin, Rutin und Kampferol nachweisen, Genistein und
Daidzein dagegen nicht [8]. Zhang et alii bestatigten in einem Ethanolextrakt aus Moringa olei-
fera (Pflanze gewachsen in Florida) neben Rutin auch Carotenoide, Epicatechin und
Kumarinsaure [88].

Limitationen ergeben sich folglich aus der Auswahl der vergleichend gepriiften Referenzsub-
stanzen. Hierbei hatte man noch weitere in der Literatur erwahnte Einzelstoffe in Moringa
oleifera kauflich erwerben und deren Existenz im verwendeten Extrakt dieser Studie priifen
konnen. Beispielsweise die Polyphenole Gallus- und Chlorogensaure oder das Monosaccharid

D-Allose (Naheres in Kapitel 4.3.3. und 4.4).

4.2 Diskussion der Immunhistochemie

Die Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 werden allgemein Ublich in in vitro-Studien verwendet,
um die Wirkung von Substanzen auf estrogen- und progesteronrezeptorpositive und -negative
Mammakarzinomzellen zu Uberprifen [2, 72, 79, 108, 131]. Die Immunhistochemie ist eine
grundlegend etablierte Methode in der onkologischen Pathologie, die Aussagen Uber

Tumorentitdten und histologische Subklassifikationen anhand spezifischer Protein-



4. Diskussion 62

expressionsmuster durch Antigen-Antikorper-Reaktionen zuldsst. Insbesondere in der Brust-
krebsdiagnostik hat sie einen herausragenden Stellenwert inne, da sie durch die Detektion
von Hormon- und Wachstumsrezeptoren (ER, PR, HER2/neu) in eine Voraussage Uber die
beste Wahl der Therapie und deren Erfolgsaussichten mit einflieRt [66].

Mittels eigener immunhistochemischer Untersuchungen sollte der Rezeptorstatus bestatigt
werden und Beflirchtungen, dass bei héheren Passagen genomische Instabilitat auftritt, aus-
geraumt werden.

Die Untersuchungsergebnisse konnten den vom Hersteller deklarierten Rezeptorstatus auch
in hoheren Passagen bestdtigen. In MCF-7-Zellen sammelte sich das rote Reaktionsprodukt
bei Zusatz des Estrogenrezeptor-alpha- und -beta-Antikorpers sowie des Progesteron-Rezep-
tor-Antikorpers intrazellular an, wohingegen die Zugabe des HER2/neu-Rezeptor-Antikorpers
keine Farbreaktion ausloste. MDA-MB-231-Zellen zeigten bei keinem Rezeptor-Antikorper
eine Farbreaktion, sodass deren Negativitat fir diese verifiziert werden konnte (Abbildung 14

und Abbildung 15).

4.3 Diskussion der Zelltests

4.3.1 BrdU-Zellproliferationstest

Der BrdU-Zelltest galt dem Nachweis des Proliferationsverhalten der verwendeten
Mammakarzinomzellen unter Einfluss der Testsubstanzen. Eine Quantifizierung der DNA-
Synthese war Uber den Einbau des Pyrimidinanalogons BrdU mdglich [111]. Die Ergebnisse
offenbarten auf beide Zellreihen eine signifikante Wirkung des Moringablattextraktes ab-
fallend entlang der Verdlinnungsreihe. Bei der MCF-7-Zellreihe wurde die Proliferation bei
100 %-igem, 50 %-igem und 20 %-igem Extrakt dabei auf unter 50 % reduziert — womit sich
die EDsg erreicht zeigt, wahrend sich bei 10 %-igem und 5 %-igem Extrakt noch eine geringere
und doch signifikante, bei 3 %-igem Extrakt hingegen keine signifikante Einschrankung der
Proliferation ausmachen lie8 (Abbildung 16). Bei der MDA-MB-231-Zellreihe fand bei 100 %-
igem und 50 %-igem Extrakt zwar eine starkere Proliferationsreduktion statt, doch lield dieser
Effekt in der folgenden Verdiinnungsreihe insofern nach, als dass schon 20 %-iger Extrakt die
EDsp nicht mehr erreichte und 5 %-iger, sowie 3 %-iger Extrakt keine signifikante Wirkung mehr
zeigte. Die Negativkontrollen Tamoxifen und Endoxifen sorgten erwartungsgemal fir ein sig-
nifikant fast vollstandig eingeschranktes Wachstum, die Positivkontrolle Estradiol zeigte die

Tendenz einer Proliferationsférderung. Die Referenzsubstanz Folsaure blieb ohne signifikan-
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ten hemmenden oder fordernden Einfluss. Die anderen Referenzsubstanzen Quercetin und
Rutin wirkten auf die rezeptornegative MDA-MB-231-Zelllinie nicht signifikant hemmend,
wahrend auf die MCF-7-Zellreihe eine signifikante Hemmung beider Flavonoide zu verzeich-
nen war.

Die Literaturrecherche ergab keine vergleichbaren Untersuchungen von Moringablattextrak-
ten mittels BrdU. Antiproliferative Effekte von Moringa oleifera auf humane Epithelzellen
eines Zervixkarzinoms, sogenannte KB-Zellen, wurden allerdings mittels eines anderen kolori-
metrischen Assays prasentiert: ein MTT-Test wies eine um 15 % eingeschrankte Proliferation
nach; allerdings nach 48-stiindiger Inkubation eines wasserbasierten Extraktes [126]. Eine
andere Studie, die ebenfalls den MTT-Test nutzte, zeichnete antiproliferative Effekte von Mo-
ringablattextrakten auf Methanol- und Dichlormethan-Basis bei MCF-7-Zellen auf. Hier stellte
sich die Proliferation je nach Extraktkonzentration und dessen Losungsmittel nach 48-stiindi-
ger Inkubation auf bis zu 40 % eingeschrankt dar, Dichlormethan zeigte sich dabei potenter
als Methanol. Keine der getesteten Konzentrationsstufen der Extrakte wirkte in dieser Studie
toxisch auf die ebenfalls untersuchten gesunden humanen Fibroblasten [129].

Die hier verwendete Dosis des Quercetin von 0,15 pg/ml zeigte bei der MCF-7-Zellreihe eine
Proliferationsrate von 52,6 %. Bisherige vergleichbare Untersuchungen des Forschungslabors
der Universitatsfrauenklinik Rostock wurden mit héheren Konzentrationen Quercetins von
3-30 ug/ml durchgefiihrt, wobei trotz hoherer Konzentrationen keine starker signifikanten Ef-
fekte auftraten.

Die hier gewahlte niedrigere Konzentration und ihre eindeutige proliferationseinschrankende
Fahigkeit ist als positives Ergebnis im Sinne einer besseren Abbildung des Konzentrations-
spektrums von Quercetin fiir eine Anndherung in Richtung minimalster signifikanter Wirkung
zu bewerten und fiihrt damit zur Empfehlung, in weiteren Forschungsarbeiten insbesondere

die niedrigeren Quercetin-Dosen zu erforschen.

4.3.2 Neutralrot-Zellviabilitatstest

Dieser Zelltest fullt auf dem Prinzip, dass sich der Farbstoff Neutralrot nur dann in den Lyso-
somen der Zellen ansammelt, wenn die Integritat der Zellmembran erhalten und somit die
Zelle vital ist [109]. Dadurch sollte eine quantitative Einschatzung lber die Viabilitat der Zellen

unter Einfluss der Testsubstanzen getroffen werden.
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Die Ergebnisse legten dar, dass beide Zellreihen unter Einfluss des 100 %-igen sowie 50 %-igen
Moringablattextraktes ebenso signifikant vollstandig zum Absterben gebracht wurden wie un-
ter Zugabe von Tamoxifen und Endoxifen (Abbildung 17). Bei keiner der beiden Zellreihen
konnte in den anderen Extraktverdiinnungen eine EDso erzielt werden. Die Referenzsub-
stanzen zeigten bei beiden Zellreihen weder signifikanten proliferationsférdenden noch
-hemmenden Einfluss.

Eine polnische Forschergruppe um Kabala-Dzik untersuchte die Wirkung von Flavonoiden auf
die gleichen Zellreihen mittels Neutralrottest. Hierbei hatte Quercetin in allen getesteten
Konzentrationen nach 48 Stunden einen groReren zytotoxischen Effekt als nach 24 Stunden
Inkubation und auf die estrogenrezeptorpositive MCF-7-Zellreihe mehr zytotoxischen Einfluss
als auf die estrogenrezeptornegative MDA-MB-231-Zellreihe [55]. Die starkere Wirkung auf
die MCF-7-Zellen war in meinen Untersuchungen nicht zu beobachten, wenngleich eine lan-
gere Inkubation in weiteren Tests eine andere Wirkung demaskieren kdnnte.

Parvathy et alii untersuchten die Wirkung verschiedener Moringablattextrakte mittels Neu-
tralrot-Test auf menschliche Myelomzellen und verglichen sie mit der Wirkung eines Extraktes
des Madagaskar-Immergriins Vinca rosea — der Ursprungspflanze der heute in der Chemothe-
rapie verwendeten Vincaalkaloide. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich insbesondere der
Methanolextrakt am potentesten und verursachte in allen Konzentrationen eine Viabilitats-
einschrankung um 88-98 % und zeigte sich somit wirksamer als der Extrakt aus Vinca rosea.
Die Ergebnisse decken sich insofern mit meinen Ergebnissen, als dass auch hier der 100 %-ige
und 50 %-ige Extrakt eine so deutliche Viabilitatseinschrankung der Zellen austuben konnte.
Hieraus erwachst die Annahme, dass in Moringa oleifera Bestandteile mit dhnlicher Wirksam-
keit wie Vincristin oder Vinblastin existieren und fiir den medizinischen Gebrauch zunutze

gemacht werden kénnten [94].

4.3.3 CellTiter-Glo-Zellviabilitatstest

Dieser Lumineszenz-Assay ermoglicht eine Quantifizierung lebender Zellen anhand der Mes-
sung des Adenosintriphosphats [100]. Die Ergebnisse zeigten, dass der Moringablattextrakt
entlang der Verdiinnungsreihe auf beide Zellreihen signifikant Einfluss nehmen konnte, wobei
der umschriebene Effekt in niedriger prozentigen Verdiinnungen auf die estrogenrezeptor-
positive MCF-7-Zellreihe ausgepragter war, als auf die estrogenrezeptornegative MDA-MB-

231-Zellreihe (Abbildung 18). Von den Referenzsubstanzen zeigte lediglich Quercetin auf die
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MCEF-7-Zellen eine signifikante Viabilitatseinschrankung auf 72 %. Im Vergleich zum BrdU- und
Neutralrot-Test lieB sich hier der zytotoxische Effekt entlang der Verdiinnungsreihe feiner
differenziert aufnehmen.

Eine sudafrikanische Forschergruppe nutzte ebenfalls den CellTiter-Glo-Test zur Untersu-
chung des Effekts eines wasserbasierten Moringablattextraktes auf menschliche Osophagus-
karzinomzellen, wobei sich nach 24 Stunden Inkubation eine Reduktion des zellularen ATPs
um knapp 40 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle manifestierte. Die gleiche Studie
zeigte mittels weiterer Zelltests ein vermehrtes Auftreten von DNA-Schaden und die Anhau-
fung von Malondialdehyd, welches als Endprodukt der Lipidoxidation einen Biomarker fir
oxidativen Stress darstellt. Hierbei wurde diskutiert, dass Moringa oleifera liber die enthalte-
nen Polyphenole wie die Gallus- und Chlorogensaure prooxidativ wirkt und in Kombination
mit den zahlreichen DNA-Schaden tber die Mitochondrien die Apoptose (iber den intrinsi-
schen Signalweg induziert. Aus dem Mitochondrium wird Cytochrom C freigesetzt, welches
mit ATP und dem Apoptotic protease-activating factor 1 (Apaf-1) ein Apoptosom formt, wel-
ches schlielllich die Spaltung und Aktivierung von Caspase-9 veranlasst. Untermauert wird
diese Annahme von der verringerten ATP- und gesteigerten Caspase-9-Konzentration im dor-
tigen Testaufbau [133].

Die auch in diesem Zelltest offenbare antikanzerogene Wirkung Quercetins (sichtbar als Via-
bilitdt von 72 %) mag, wie beispielsweise durch Tao et alii demonstriert, unter anderem auf
einer Hochregulation von mit Brustkrebs-assoziierter Mikro-RNA (miRNA) beruhen. 50 %
dieser miRNA-Gene sind in tumorassoziierten, fragilen Genabschnitten lokalisiert und zeigten
sich in verschiedenen Tumortypen reduziert. Eine Hochregulation von miR-146a, wie sie durch
Quercetin erfolgt, induziert Apoptose Uber verschiedene Signalwege; simultan erschienen
Caspase-3 erhoht und die Expression des EGF-Rezeptors reduziert. Diese miRNA kdnnte dem-
nach wie ein Tumorsuppressorgen agieren und auch die in meinen Untersuchungen
auftretende Viabilitdtseinschrankung der Zellen durch Quercetin erklaren [131]. Die Fahigkeit
von Flavonoiden als Protonophoren zu fungieren und so die oxidative Phosphorylierung in den
Mitochondrien zu entkoppeln (Kapitel 1.2.4), sei hier ebenfalls als zytotoxisches Potenzial ge-
nannt [61].

Die differenziertere Abstufung der Viabilitat entlang der Verdliinnungsreihe im Vergleich zum

BrdU- und Neutralrot-Zelltest lasst sich moglicherweise dadurch erklaren, dass der CellTiter-
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Glo als ATP-Lumineszenztest als am sensitivsten gilt und somit im Stande ist, bereits feinste

Einflisse abzubilden (Kapitel 4.5).

4.3.4 CytoTox-Glo-Zytotoxizitatstest

Dieser Zelltest dient der Quantifizierung lebender Zellen mit Hilfe einer mit Zytotoxizitat asso-
ziierten Protease. Das lumineszierende Signal des Reaktionsproduktes kann vor und nach
Gabe eines abtotenden Reagenz gemessen werden und lasst so die Berechnung der lebenden
Zellen zu [100].

Die Ergebnisse in Abbildung 19 zeigten, dass beide Zellreihen abgestuft entlang der Extrakt-
verdlinnungsreihe bis zur 10 %-igen Verdinnung signifikant starker hemmend wirken als im
Sinne einer EDsp notwendig. Unter Einfluss von Tamoxifen, Endoxifen und Estradiol zeigte sich
Zelltod beziehungsweise gefordertes Wachstum der Erwartung entsprechend. Folsdaure wies
auf MCF-7-Zellen einen signifikant viabilitatsfordernden Einfluss auf, Quercetin und Rutin tra-
ten in diesem Test mit Viabilitaten von 49,92 % und 60,3 % am einflussstarksten im Vergleich
zu den anderen Zelltests auf. Bei der MDA-MB-231-Zelllinie wirkte unter den Referenzsub-
stanzen Quercetin signifikant proliferationshemmend mit 49,9 %; dieser Effekt prasentierte
sich in den anderen Zelltests nicht.

Leider lieRen sich keine vergleichbaren Studien zum CytoTox-Glo-Zytotoxizitatstest finden.
Eine Verwendung wird — wie hier erfolgt — in Zusammenhang mit anderen Zelltests empfoh-
len, um einen auf Basis mehrerer Untersuchungen ruhenden Gesamttrend generieren zu

kénnen [83].

4.3.5 Messung der Glucose- und Lactatkonzentration und des pH-Wertes

Die metabolischen Untersuchungen zeigten, dass die Tumorzellen im Vergleich zum Medium
ohne Zellen eine Abnahme der Glucosekonzentration sowie Produktion von Lactat herbeifiihr-
ten (Abbildung 20 und Abbildung 21). Dieses fiir maligne Zellen charakteristische Merkmal des
Warburg-Effekts, unabhangig der Sauerstoffzustande vermehrten Stoffwechsel im Sinne einer
Glykolyse mit Lactatsynthese zu betreiben, erwies sich somit als bestatigt (Kapitel 1.1.3) [17,
22]. Bei beiden Zellreihen zeigte sich unter Einfluss der Negativkontrollen Tamoxifen und En-
doxifen eine geringe Lactatproduktion einhergehend mit wenig Glucoseverbrauch, sodass von
einem raschen Absterben der Zellen ausgegangen werden kann. Ubereinstimmend hiermit

beschrieben Kallio et alii 2005, dass schon 5-7 uM Tamoxifen bei den Zellreihen MCF-7 und
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MDA-MB-231 innerhalb von 60 Minuten zum Zelltod fiihren [56]. Die leichten Schwankungen
in den Glucose- und Lactatkonzentrationen entlang der Extraktverdiinnungsreihe suggerieren
ein schnelleres Absterben und damit verbundenen reduzierteren Metabolismus in 100 %-igem
und 50 %-igem Extrakt im Vergleich zu den weiteren Verdiinnungen.

Die pH-Wert-Bestimmung ergab ausschlieBlich pH-Werte im basischen Bereich. Dies kdnnte
dadurch begriindet sein, dass aus Kulturmedien bei langerem Aufenthalt auBerhalb des Brut-
schranks Kohlendioxid entweicht und somit der pH-Wert ansteigt [76]. Wenngleich durch
zligiges Arbeiten ein solcher Effekt minimiert werden sollte, ist er sicherlich nicht ganzlich aus-
zuschlieen. Nichtsdestotrotz zeigten die gemessenen Werte mit geringer Dynamik die

Tendenz, dass bei vermehrter Bildung des sauren Lactats der pH-Wert folglich absinkt.

4.4 Ubersicht zur Wirkung des Moringablattextraktes

Moringa oleifera hat sich in der traditionellen Medizin sowie in der modernen Wissenschaft
als ,Wunderbaum® mit seinen zahlreichen bioaktiven Inhaltsstoffen einen Namen gemacht.
Grund hierfir ist neben anderen Bestandteilen auch sein Reichtum an Phytoestrogenen, die
Uber estrogenrezeptorabhdngige aber auch -unabhangige Mechanismen antiproliferative Ein-
flisse auf Krebszellen gezeigt haben [61, 64, 65, 72, 92, 95].

In der Ubersicht der Ergebnisse fillt auf, dass in allen Zelltests eine deutliche Tendenz einer
dosisabhangigen Wirkung des Moringablattextraktes auf beide Zellreihen zu verzeichnen ist
(Kapitel 3.3). Diese Tendenz variiert allerdings im Ausmals und in der Abstufung unter den
verschiedenen Zelltests. AuBerdem lasst sich keine eindeutige Praferenz aus den Versuchen
ableiten, auf welche Zellreihe die Extrakte einen ausgepragteren Effekt entfalten, obwohl dies
durch die unterschiedliche Rezeptorausprdagung hatte vermutet werden kdnnen. Mal ist der
Einfluss auf die rezeptornegative MDA-MB-231-Zellreihe groRer, mal aber auch auf die rezep-
torpositive MCF-7-Zellreihe. So schrankt beispielsweise der Moringablattextrakt in 100 % -iger
und 50 %-iger Verdliinnung die Proliferation der MDA-MB-231-Zellen im BrdU-Zelltest starker
ein als die der MCF-7-Zellen (Abbildung 16). Diese Beobachtung lasst sich auch mit Blick auf
den CytoTox-Glo-Zelltest machen, wobei dann bei beiden Zelltests (BrdU- und CytoTox-Glo-
Zelltest) entlang der Verdinnungsreihe die starker eingeschrankte Zellreihe wechselt (Abbil-
dung 16 und Abbildung 19). Beim CellTiter-Glo-Zelltest ist der Effekt des 100 %-igen und 50 %-
igen Extrakt zunachst nahezu kongruent fiir beide Zellreihen, wahrend sich erst in den ande-

ren Verdiinnungen eine starkere Auswirkung auf die MCF-7-Zellreihe zeigt (Abbildung 18). Bei
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dem Neutralrot-Zelltest reagieren beide Zellreihen auf 100 %-igen und 50 %-igen Extrakt mit
vollstandigem Absterben, wahrend die anderen Verdiinnungen kaum mehr eine Abstufung
wie bei den anderen Zelltests zeigen (Abbildung 17).

Sicherlich unterscheiden sich die Zelltests allein durch ihre Ansatzpunkte und Nachweisprinzi-
pien, was Unterschiede insbesondere im AusmaR der stufenweisen Graduierung bedingen
konnte. Der BrdU-Zelltest quantifiziert die DNA-Synthese, der Neutralrot-Test beruht auf
Membranintaktheit und bestehendem Protonengradienten, wahrend der CellTiter-Glo-Zell-
test ATP nachweist und der CytoTox-Glo-Zelltest sich eine mit Zytotoxizitat assoziierte
Protease zunutze macht (Kapitel 2.6). Dem Abschnitt Methodenkritik sei an dieser Stelle be-
reits vorweggenommen, dass der CellTiter-Glo-Zelltest als am sensitivsten gilt und daher
womoglich am feinsten den dosisabhdngigen Effekt des Moringablattextraktes prasentieren
kann (Kapitel 4.5).

Weiterhin ist es nicht moglich eine eindeutig ausgepragtere Wirkung auf eine der beiden
Zellreihen auszumachen. Dies lasst vermuten, dass estrogenrezeptorunabhangige Wirkme-
chanismen der Phytoestrogene und weiterer unbekannter Inhaltsstoffe des Extraktes
malgeblich verantwortlich flr seine Wirkung sind. Zur Wirkung in Abhangigkeit des Estrogen-
rezeptors von Moringa oleifera lassen sich keine Studien finden. Allerdings wurde in einer
Studie schon die Wirkung auf estrogenrezeptorpositive MCF-7-Zellen demonstriert und in ei-
ner anderen Studie unter ganzlich anderen Bedingungen (Losungsmittel und Herstellung des
Extraktes, verwendete Zelltests) die Wirkung auf estrogenrezeptornegative MDA-MB-231 Zel-
len [2, 129]. Dies spricht dafiir, dass Moringa oleifera auf beide auch hier verwendete
Zellreihen schon wirksam war, jedoch kein Fokus im moglichen Unterschied einer rezeptorab-

hangigen Wirkung lag.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Referenzsubstanzen ist erkennbar, dass diese auf die
MDA-MB-231-Zellreihe lediglich im CytoTox-Glo-Zelltest einmalig unter Exposition von Quer-
cetin einen signifikanten Effekt in Form von herabgesetzter Viabilitat zeigen (Abbildung 19).
Bei der MCF-7-Zellreihe lasst sich im BrdU-Zelltest unter Exposition von Quercetin und Rutin
eine deutliche signifikante Proliferationseinschrankung ausmachen, die im CytoTox-Glo-Zell-
test noch deutlicher als Viabilitatseinschrankung sichtbar wird (Abbildung 16 und Abbildung
19). Im CellTiter-Glo-Zelltest ist die Viabilitatseinschrankung nur fur Quercetin signifikant und

weniger stark ausgepragt (Abbildung 18). Im Neutralrot-Zelltest tritt gar kein signifikanter
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Einfluss der Referenzsubstanzen hervor (Abbildung 17). Folsdure prasentierte nur ein einziges
Mal signifikanten viabilitatsfordernden Einfluss auf die MCF-7-Zellreihe im CytoTox-Glo-Zell-
test (Abbildung 19).

Diese Beobachtungen lassen die Tendenz erkennen, dass die Wirkung der Referenzsubstanzen
zu grolRen Teilen estrogenrezeptorabhangig vonstatten gehen mag, da sich die MCF-7-Zellen
so viel mehr beeinflusst zeigen. Dies deckt sich fiir Rutin und Quercetin mit der im einleitenden
Teil beschriebenen antiproliferativen Wirkung der Flavonoide liber eine Aktivierung und In-
duktion des ER-beta auf Brustkrebszellen (Kapitel 1.2.4). Die Ergebnisse zum Effekt der
Folsdure legen nahe, dass die eingangs erwahnte Beflirchtung einer Unterstiitzung von malig-
nem Wachstum durch eine zusatzliche Supplementation tGber die Norm hinaus auch hier in
Anfangen eintritt. Anzumerken ist allerdings, dass die gewahlte Konzentration deutlich héher
ist, als die mittels erganzender klinisch chemischer Analyse ermittelte tatsachliche Konzentra-
tion im Moringablattextrakt. Diese lag bei 467,8 pg/l und liegt damit selbst bei einem Liter
konsumierten Moringablattextrakt unterhalb des unbedenklichen maximalen taglichen Kon-
sums, der mit 634 ug/Tag fir Erwachsene beschrieben wurde [35]. Daher lasst sich aus diesem
Ergebnis flr die Wirkung des Moringablattextraktes soweit keine Gefahr ableiten.

Dariber hinaus fiihren die sehr variierenden Ergebnisse, auch da sie in der Einschrankung der
Lebensfahigkeit der Zellen im Durchschnitt unter der des Moringablattextraktes bleiben, zu
der These, dass die hauptsachliche Wirkung dessen auf anderen Bestandteilen im Moringa-
blattextrakt als den nachgewiesenen Referenzsubstanzen beruht. Hierbei ist zu beachten,
dass keine quantitative Aussage getroffen werden kann und soll, da die Referenzsubstanzen
nur qualitativ im Extrakt nachgewiesen wurden und die getesteten Konzentrationen der syn-
thetisch hergestellten Referenzsubstanzen daher sehr wahrscheinlich vom tatsdchlichen
Gehalt im Extrakt abweichen. Eine mogliche Erklarung fur den starken Effekt des Moringa-
blattextraktes ist, dass synergistische Effekte anderer, nicht selbst nachgewiesener und
einzeln getesteter Phytoestrogene die ausgepragte Wirkung hervorbringen konnten. Diesen
Sachverhalt der synergistischen Wirkverstarkung haben bereits mehrere Forschergruppen be-
obachtet (Kapitel 1.2.4). Aufgrund des Reichtums an bioaktiven Komponenten in Moringa
oleifera kommen fiir seine Wirkung letztlich zahlreiche Stoffe in Betracht.

Die Forschungsgruppe um Al-Asmari et alii registrierte in Zusammenhang mit ihren Ergebnis-
sen zur zytotoxischen Wirkung eines Moringablattextraktes auf MDA-MB-231-Mamma-

karzinomzellen, zu der auch eine Einschrankung der Zellmotilitat und Koloniebildung gehorte,
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mogliche verantwortliche Inhaltsstoffe [2]. Ihr Extrakt auf Ethanolbasis enthielt nachweislich
das seltene Monosaccharid D-Allose, welches sich schon als Zellzyklusarrest-induzierend bei
hepatozelluldren Karzinomzellen erwies [2, 142]. Parallel wirkte die dort zusatzlich nachge-
wiesene Palmitinsaure in vivo selektiv zytotoxisch auf menschliche Leukamiezellen in Madusen
[2]. Um die bereits in der Diskussion der Zelltests angesprochenen Aspekte wieder aufzugrei-
fen, soll auRerdem auf die apoptoseinduzierende Wirkung der Gallus- und Chlorogensaure
hingewiesen werden (Kapitel 4.3.3). Interessant fur weitergehende Untersuchungen ware da-
her die Detektion weiterer Bestandteile im gegebenen Moringablattextrakt und deren

selektive Testung.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mithilfe dieser Forschungsarbeit die Aussage getrof-
fen werden kann, dass Moringa oleifera in Form eines Ethanolextraktes in vitro dazu in der
Lage ist, sowohl auf estrogenrezeptorpositive als auch auf estrogenrezeptornegative
Mammakarzinomzellen proliferations- und viabilitatshemmend zu wirken. AuBerdem scheint
es, dass diese Wirkung sich nicht ausschlielRlich durch die ebenfalls getesteten Referenzsub-
stanzen begriindet.

Weitergehende in vitro-Untersuchungen kdnnten eine Kombination des Moringablattextrak-
tes mit niedrig dosierterem Tamoxifen priifen, um mogliche synergistische Effekte zu
registrieren wie sie in der Art schon bei einzelnen Flavonoiden beobachtet wurden (Kapitel
1.3.3 und 1.3.4). Auf diese Weise ware eine Einsparung des nebenwirkungsreichen Tamoxifen
denkbar.

Dariiber hinaus ist es sinnvoll, in vivo zu Gberprifen, ob eine vergleichbare Wirksamkeit be-
steht und auszuschlieRen, dass unerwiinschte Effekte auftreten, um einen therapeutischen
Nutzen in der Mammakarzinomtherapie zu differenzieren. Hierzu ware in der Zukunft bei-
spielsweise eine subkutane Injektion wie bei dem bereits untersuchten Mistelextrakt denkbar,
um eine individuell unterschiedliche metabolische Transformation im Rahmen des First-Pass-
Effektes zu vermeiden (Kapitel 1.2.5) [13, 18]. Zunachst bietet sich hierfir auch ein Xenograft
Mausmodell an, in dem bisher kein reiner Moringablattextrakt auf den Prifstand gestellt
wurde (Kapitel 1.3.1) [75]. AuRerdem kdnnte eine weitergehende Analyse der Inhaltsstoffe
des Extraktes Rickschlisse darauf geben, welche weiteren Bestandteile fiir die antikanzero-
gene Wirkung maRgeblich verantwortlich sind und gegebenenfalls auch als synthetisch

produzierbare Reinsubstanz antitumorales Potenzial innehat.
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5. Methodenkritik

Die Extraktherstellung beruhte auf laborinternen Standards und sollte ein méglichst schonen-
des Auflésen der Bestandteile gewahrleisten. Das Filtrieren geschah vor dem Hintergrund,
dass Schwebeteilchen die Saule in der HPLC obstruieren und Messergebnisse der Zelltests
verfalschen. Die urspriingliche Konzentration bei Herstellung des Extraktes von 2 g Moringa-
blattpulver auf 20 ml Ethanol 70 % kann nicht als Konzentration fiir den bei der Messreihe
verwendeten Extrakt herangezogen werden. Durch die Anwendung verschiedener
Zubereitungsverfahren (Mikrowelle, Abpipettieren des fliissigen Uberstandes, Filtrieren,
Zentrifugal-Konzentrator) hat sich die Konzentration des Extraktansatzes aus Moringa oleifera
notwendigerweise verandert, da zum Beispiel Ethanol, Wasser und die enthaltenen
Wirkstoffe nicht in gleichen Teilen verdampfen bzw. reduziert werden. Fiir die durchgefiihrten
Versuche ist somit bei einer Interpretation der Ergebnisse zu beachten, dass die tatsachliche
Moringablattextrakt-Konzentration von der urspriinglichen abweicht, jedoch bei allen
Versuchsreihen der reine Extrakt sowie die abgestufte Verdiinnungsreihe identisch war. Da
die Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation vor allem eine qualitative Aussage
hinsichtlich einer Tendenz der Wirkung von Moringa oleifera treffen soll, ist die Konzentration
in diesem ersten Schritt nicht von oberster Prioritat. Auerdem waren die fiir eine korrekte
Berechnung notwendigen Versuchsaufbauten nicht gegeben gewesen (Auffangapparaturen
sowie Analyseverfahren fir die fliichtigen Stoffe). Flir weiterfihrende Aussagen zu Wirkstoff-
konzentration und Uberlebenseinschrinkung der Zellen mit entsprechender klinischer
Einordnung ist eine solche Berechnung allerdings von groRem Wert.

Die HPLC ist ein international etabliertes Analyseerfahren zur Detektion von Bestandteilen in
Stoffgemischen [38, 72]. Auch flr Moringablattextrakte im Speziellen wurde es vielfach von
anderen Forschergruppen verwendet. Limitationen ergeben sich hierbei zum einen aus der
Varianz in Vorhandensein und AusmaR der Inhaltsstoffe (z. B. Flavonoide) je nach Ursprungs-
land, Genpool, Reifegrad der Blatter, Erntezeit und Trockenmethode [72]. Zum anderen
begrenzt die Auswahl der vergleichend gepriiften Referenzsubstanzen die Untersuchungser-
gebnisse (Kapitel 4.1).

Der Einfluss des Moringablattextraktes wurde auf beide Zellreihen mittels verschiedener Zell-
tests untersucht. Diese charakterisierten die Wirkung anhand verschiedener Parameter fiir
Zellviabilitat und -proliferation. Der BrdU-Proliferationstest dient der Quantifizierung von Zell-

proliferation anhand des Einbaus eines messbaren Substrates anstelle von Thymidin bei der
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DNA-Synthese. Seine Verwendung ist fiir die Feststellung von inhibitorischen oder stimulie-
renden Effekten von verschiedensten Verbindungen auf Zellen vorgesehen [111]. Der
Neutralrot-Viabilitatstest quantifiziert lebende Zellen auf der Grundlage einer intakten Zell-
membran und wird ebenfalls dazu verwendet, Einflisse von Testsubstanzen auf das
Uberleben von Zellen zu messen [94, 109].

Der CellTiter-Glo-Zelltest ist ein Lumineszenztest aus der Gruppe der ATP-Quantifizierungs-
Zelltests und ist am weitesten verbreitet fir die Bestimmung lebender Zellen im Rahmen von
in vitro-Studien. Er gilt als schnellster und sensitivster Viabilitatstest und ist besonders wenig
anfallig fur Artefakte. Von Vorteil ist, dass keine Inkubation mit Umsetzung eines messbaren
Substrates notwendig ist, wodurch etwaige Handhabungsfehler bei Zwischenschritten und er-
neuter Lagerung im Brutschrank minimiert werden [83]. Den Ergebnissen von diesem Zelltest
vermag besondere Bedeutung beigemessen werden.

Der CytoTox-Glo-Zelltest ist ebenfalls ein Lumineszenztest, der lebende Zellen anhand der Ak-
tivitat einer mit Zytotoxizitat assoziierten Protease quantifizieren kann, indem vor und nach
vollstandigem Abtoten gemessene Werte verrechnet werden [100].

Die Kombination von Zelltests, die auf unterschiedlichen Prinzipien beruhen, aber eine sehr
ahnliche inhaltliche Aussage treffen kénnen, ist wichtig, um einen validen Gesamttrend ab-

zeichnen zu kénnen [83].
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6. Ausblick

Die Suche nach potenten Arzneimitteln im Kampf gegen Brustkrebs, die sich zeitgleich wenig
schadlich gegeniber dem gesunden Korper zeigen, ist in der heutigen Zeit in einer immer alter
werdenden Gesellschaft prasenter denn je. Denkt man beispielsweise an die Taxane und
Vincaalkaloide, wird deutlich, dass die Entwicklung von Wirkstoffen aus Pflanzen und den in
ihnen vorhandenen genuinen Leitsubstanzen in der modernen Medizin nach wie vor von
groRer Bedeutung ist (Kapitel 1.1.6). In der komplementdren Therapie zur Linderung un-
erwinschter Arzneimittelwirkungen der Mammakarzinomtherapie zeigte sich ein Mistel-
extrakt in der subkutanen Anwendung bereits vielversprechend. Gerade jene unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen lassen Patientinnen wahrend einer langjahrigen Tamoxifen-Therapie
nach komplementaren MaBnahmen suchen (Kapitel 1.1.5).

Phytoestrogene stehen im Verdacht, liber eine vorwiegende Bindung an den Estrogenrezep-
tor-beta sowie andere Wirkmechanismen eine antitumorale Wirkung gegen Brustkrebs
entfalten zu kénnen (Kapitel 1.2.4). Moringa oleifera —reich an Phytoestrogenen und anderen
bioaktiven Komponenten — zeigte gegeniiber zahlreichen Krankheiten einen protektiven Ein-
fluss.

Diese Forschungsarbeit bestatigte den zytotoxischen Effekt der Moringablatter in Form eines
Ethanolextraktes in vitro auf eine hormonrezeptorpositive und eine hormonrezeptornegative
Mammakarzinomzelllinie. Es zeigte sich eine deutliche dosisabhdngige Wirkung auf beide Zell-
reihen, wobei nicht von einer rein rezeptorabhangigen Wirkung ausgegangen werden kann,
da sich kein ausgepragterer Effekt auf die hormonrezeptorpositive Zellreihe ausmachen lieR3.
Die einzelnen Referenzsubstanzen lagen in ihrer Wirkung weit hinter der des Moringablattex-
traktes.

Somit bleibt fiir weitere Forschungsarbeiten festzustellen, welche Bestandteile fiir die deutli-
che Wirkung des Moringablattextraktes verantwortlich sind. Hierflir kommen besonders das
Monosaccharid D-Allose, die Palmitinsdure sowie die Gallus- und Chlorogensaure infrage
(Kapitel 4.4). Auch ware mittels entsprechender Auffangbehéltnisse und Analyseverfahren fiir
flichtige Stoffe eine Berechnung der tatsachlichen Moringablattextrakt-Konzentration fur
eine verldsslich einheitliche Wirkdosis in weiteren Studien wichtig. Darlber hinaus ware ein
Vergleich unterschiedlicher Moringa oleifera-Pflanzen aus unterschiedlichen Ursprungslan-
dern hilfreich, um den wirkungsreichsten Pflanzengenpool zu identifizieren, da hier offenbar

Unterschiede in den enthaltenen Bestandteilen bestehen (Kapitel 4.1).
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Studien wiesen auch auf synergistische Effekte von Flavonoiden und etablierten Zytostatika
hin. Beispielsweise erhhte Quercetin in vitro die Chemosensitivitdt von Brustkrebszellen fiir
Doxorubicin (Kapitel 1.3.3) und unter Einfluss von Rutin trat eine verminderte Resistenzent-
wicklung gegen und eine erhohte Chemosensitivitat fiir Cyclophosphamid und Methotrexat in
MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen auf (Kapitel 1.3.4). Insofern ware eine in vitro-Testung von
dem Moringablattextrakt (und seinen in dieser Studie nicht untersuchten einzelnen Bestand-
teilen) in Kombination mit Zytostatika wie Tamoxifen von Nutzen, um beispielsweise dank
synergistischer Wirkverstarkung die Dosis des etablierten Medikaments reduzieren zu kon-
nen. Auf diese Weise konnten weniger Nebenwirkungen resultieren, was wiederum die
Compliance der Patientinnen erhéhen wiirde.

Dariber hinaus ware eine in vivo-Testung des Moringablattextraktes im Rahmen eines Xeno-
graft Mausmodells sinnvoll, um den erwiinschten Effekt in einem vollstandigen Organismus
zu bestatigen und mogliche unerwiinschte Wirkungen zu detektieren (Kapitel 1.3.1). SchlieR-
lich ware eine klinische Studie zur subkutanen Applikation eines Moringablattextraktes
dhnlich eines Mistelextraktes denkbar (Kapitel 1.1.6).

Bisherige Forschungen und auch die hier generierten Untersuchungsergebnisse zeigen, dass
es aufgrund der deutlichen zytotoxischen Wirkung auf beide Brustkrebszelllinien medizinisch

lohnenswert sein kann, die Wirkung von Moringa oleifera zukiinftig weiter zu entschlisseln.
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Thesen der Dissertation

,Vergleichende Untersuchungen zum Einfluss eines Moringablattextraktes auf hormonrezep-

torpositive und hormonrezeptornegative Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MDA-MB-231)“

10.

Das Mammakarzinom ist der haufigste maligne Tumor der Frau in den westlichen Ldn-

dern.

Die Zelllinie MCF-7 gehort zum Luminal A-Subtyp und exprimiert den Estrogen- sowie

den Progesteronrezeptor; den HER2/neu-Rezeptor dagegen nicht.

Die Zelllinie MDA-MB-231 gehort zum basalen Subtyp und exprimiert weder den Es-

trogen- oder Progesteronrezeptor noch den HER2/neu-Rezeptor.

Phytoestrogene sind Pflanzenstoffe, die (iber estrogenrezeptorabhangige und -unab-

hdngige Wirkmechanismen verfligen.

Phytoestrogene haben das Potenzial, Tumorwachstum einzuschranken.

Moringa oleifera enthalt Phytoestrogene und andere bioaktive Bestandteile.

Anhand der Zelltests BrdU, Neutralrot, CellTiter-Glo und CytoTox-Glo kénnen Prolife-

ration und Viabilitat von Zellen in vitro beurteilt werden.

Der Moringablattextrakt zeigt auf beide Zellreihen einen dosisabhangigen zellabtoten-

den Effekt.

Die Referenzsubstanzen Folsdure, Quercetin und Rutin beeinflussen beide Zellreihen

deutlich weniger stark als das Vielstoffgemisch Moringablattextrakt.

Eine antitumorale Wirkung des Moringablattextraktes ist fir weitere in vivo-Untersu-

chungen von groflem Interesse.
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Einleitung

Schon vor 5000 Jahren wurde Moringa Oleifera in Indien in der traditionellen
ayurvedischen Heilkunst eingesetzt. Ziel dieser Studie soll es sein, eine
mdgliche zytotoxische und antiproliferative Wirkung eines Moringablatt-
extraktes auf zwei humane Mammakarzinomzelllinien in vitro zu unter-
suchen. Die gewonnenen Resultate modgen als Anhaltspunkt fiir eine
potenzielle komplementére Therapie des Mammakarzinoms dienen’.

Material und Methoden

Die Herstellung des Ethanolextraktes aus Moringablattpulver erfolgte mit
Hilfe eines Mikrowellenverfahrens. Dieser Extrakt wurde durch eine Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC) analysiert, ebenso wie verschie-
dene kommerziell erworbene synthetische Reinsubstanzen als Referenzen,
sodass eine qualitative Aussage Uber deren Vorhandensein im Extrakt
getroffen werden konnte?. Der Hormonrezeptorstatus der beiden Zelllinien
bestatigte sich in einer Inmunhistochemie. Die Wirkungen des Extraktes, der
Referenzen Quercetin, Rutin und Folsdure sowie der Positiv- und
Negativkontrollen Estradiol, Tamoxifen und Endoxifen wurden durch
Zellviabilitats- (CellTiter-Glo®, Promega und Neutralrottest, Sigma Aldrich),
Zellproliferations- (BrdU, Roche) und Zytotoxizitatsteste (CytoTox-Glo™,
Promega) bestimmt. AuBerdem ergaben die Bestimmungen von pH-Wert
sowie Glukose- und Laktatkonzentration Hinweise auf den Zellmetabolismus.
— -

Abb. 1: Herstellung des Moringablattextraktes: Der Moringa oleifera Baum (links), die Blétter (Mitte
links) tiber das erworbene Moringa Blatterpulver (Mitte rechts) bis hin zum Extrakt (rechts)

Ergebnisse

Der Extrakt wirkte auf beide Zelllinien mit zunehmender Konzentration
deutlich zytotoxisch sowie antiproliferativ. Im Extrakt wurden Quercetin, Rutin
und Folsaure nachgewiesen. Von diesen Referenzstoffen zeigten bei der
MCF 7-Zelllinie Quercetin und Rutin zytotoxische und antiproliferative
Wirkungen, Folsaure eine proliferative. Bei der MDA-MB-231-Zelllinie waren
diese Effekte schwéacher ausgepragt.
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Abb. 3: Immunhistochemie der MCF-7-Zelllinie. A: Negativkontrolle, B: Estrogen-Rezeptor a (pos.),
C: Estrogen-Rezeptor B (pos.), D: Progesteron-Rezeptor (pos.), E: cerbB2-Rezeptor (neg.)
Die Pfeile markieren beispielhaft Zellen.

Abb. 4: Immunhistochemie der MDA-MB-231-Zelllinie. A: Negativkontrolle, B: Estrogen-Rezeptor a
(neg.), C: Estrogen-Rezeptor B (neg.), D: Progesteron-Rezeptor (neg.), E: cerbB2-Rezeptor (neg.)
Die Pfeile markieren beispielhaft Zellen.
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Abb. 5: CellTiter-Glo®. Zellviabilitat [%]. Abb. 6: Neutralrot-Test. Zellviabilitét [%]
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Abb. 7: CytoTox-Glo™. Zellviabilitét [%] Abb. 8: BrdU-Test. Zellproliferation [%]

Schlussfolgerung

Aus den Ergebnissen resultiert eine eindeutige Wirkung des Extraktes auf
die beiden Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, die Riick-
schliisse auf eine mégliche Relevanz in der Therapie des Mammakarzinoms
zulédsst. Gegenstand von weiteren Forschungsarbeiten kénnte sein, Moringa
Oleifera auf weitere Inhaltsstoffe zu prifen, die fiir die nachgewiesene
Wirkung mdglicherweise eher verantwortlich sind als die hierfiir selektierten
Referenzen.

1) Hui C, Qi X, Qianyong Z, Xiaoli P, Jundong Z, Mantian M (2013) Flavonoids, flavonoid subclasses and breast cancer risk: a meta-analysis of epidemiologic studies. PloS One 8(1):e54318

2) LeoneA, Spada A, Battezzati A, Schiraldi A, Aristil J, Bertoli S (2015) Cultivation, Genetic, Ethnopharmacology, Phy

16(12):12791-12835

y and Pl of Moringa oleifera Leaves: An Overview. Int J Mol Sci
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Es folgt eine Auflistung der Gerate und Software, die fur die angestellten Untersuchungen

verwendet wurden.

Tabelle 2: Verwendete Gerate und Software.
Gerate und Software Firma Land
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) Knauer Deutschland
Smartline Manager 5000
Smartline Pump 1000
Smartline UV-Detektor 2500 (254 nm)
Smartline Rl Detector
Smartline Column Thermostat
HPLC-Vertex-Saule 250 x 4 mm, Eurospher 100-5 C 18 | Knauer Deutschland
mit integrierter Vorsaule
HPLC-Software ClarityChrom V 2.6 Knauer Deutschland
Microsoft Excel 2019 Microsoft USA
Microsoft Word 2019 Microsoft USA
Discover SP-Mikrowelle und Programmsoftware CEM GmbH Deutschland

Ultraschallbad Emmi-H22

EMAG Technolo-
gies

Deutschland

Handmorser

Vakuum-Konzentrator-Zentrifuge, Concentrator 5301 | Eppendorf Deutschland
Waage Sartorius Basic Sartorius AG Deutschland
Zentrifuge Universal 320R; ohne Bremse Hettich AG Deutschland

Zentrifuge Biofuge Pico

Heraeus Instru-
ments GmbH

Deutschland

Lichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss Deutschland
Lichtmikroskop Axiostar Plus Zeiss Deutschland
Mikroskop-Kamera AxioCam MRc Zeiss Deutschland

Brutschrank Function Line (37 °C, 5 % Kohlenstoffdi-
oxid)

Heraeus Instru-
ments GmbH,

Deutschland

Gefrierschrank Herafreeze (-80°C)

Heraeus Instru-
ments GmbH

Deutschland

Kihlschrank (+ 8 °C)

Liebherr Premium

Deutschland

K Series Cryostage Systems (Stickstoff-Kiihlbehalter,
-188°C)

Worthington
Industries

USA

Sicherheitswerkbank Herasafe™

Heraeus Instru-
ments GmbH

Deutschland

pH-Mess-Elektrode Orion 3 Star pH Benchtop

Thermo Scientific

USA

Vortex REAX 2000

Heidolph

Deutschland

Plattenrittler TPM-2

Sarstedt

Deutschland

ELISA-Multiwell-Reader
(Microplate Reader 680)

Bio-Rad Laborato-
ries Inc.

USA

96-Well-Zellkultur-Testplatten (transparent)

Greiner bio-one

Deutschland

24-Well-Zellkultur-Testplatte (transparent)

TPP (Techno Plas-
tic Products AG)

Schweiz

Zellkulturflasche 25 cm? Corning Flask®

Greiner bio-one

Deutschland
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Zellkulturflasche 75 cm? TPP®

TPP (Techno Plas-
tic Products AG)

Schweiz

Zellkulturflasche 175 cm? Cellstar®

Greiner bio-one

Deutschland

Zentrifugenréhrchen (1,5 ml; 50 ml)

Grilner bio-one

Deutschland

Birker-Zahlkammer

Poly-Optik GmbH

Deutschland

Elektrische Pipette pipetus®

Hirschmann Labor-
gerate GmbH

Deutschland

Pipetten Eppendorf GmbH Deutschland
Multipipette Eppendorf GmbH Deutschland
Pipettenspitzen 10-5000 ul Eppendorf GmbH Deutschland
Aufsatze Multipipette 3-200 pl Eppendorf GmbH Deutschland
Filter Minisart-Plus 0,45 um Porengréf3e Sigma Aldrich Deutschland

Glasbehalter 35 ml mit Silikondeckel

Magnetriihrstabchen

AnschlieBend folgt eine Auflistung der Chemikalien, die fiir die Untersuchungen benutzt wur-

den.
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien.
Chemikalien Ergdnzung Hersteller Land
Bio-Moringapulver vitatrend®, Ursprung:
(Moringa oleifera) denn’s Biomarkt | Agypten
Rostock
Aquabidest steril
Ethanol 70 % EtOH Eigenherstellung
Methanol 99,5 % MeOH J.T. Baker, Niederlande
Deventer
Desinfektionsmittel Ba- Bode Deutschland
cillol R plus
Dulbecco’s Modified Glucose (4,5 g/l), L-Glutamine | CC-Pro, Ober- Deutschland
Eagle Medium (DMEM) | (20 ml/l), dorla

- mit Phenolrot und
10 % FKS

- ohne Phenolrot und
1% FKS

modifiziert mit FKS (100 ml/I),
2 ml/I Penicillin/Streptomycin
(100X), 5 ml/l Amphotericin B
(250 pg/ml) und Phenolrot
(15 mg/l)

Antiinfektitse Zusatze:

10000 U/ml Penicillin +

10 mg/ml Streptomycin +
250 pl/ml Amphotericin B

Fetales Kalberserum
(FKS)

Sigma Aldrich,
Steinheim

Deutschland

Amphotericin B

250 pl/ml

PAA, Colbe

Deutschland

Dimethylsulfoxid
(DMSO)

ruhe

Carl Roth, Karls-

Deutschland
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PBS (phosphate buffe-
red saline)

Roth

Deutschland

Trypsin Trypsin-EDTA 10x (5000 mg/I CC-Pro, Ober- Deutschland
Trypsin, 2000 mg/I EDTA) doria
Trypanblau 0,4% Sigma-Aldrich Deutschland
Chemie GmbH,
Steinhelm
1 M H,SO0q4 Roth GmbH Deutschland
0,1 M HCL Roth GmbH Deutschland
Tamoxifen citrate salt, Sigma-Aldrich Deutschland
(E/Z)-Endoxifen-Hydro- Chemie GmbH,
chloride Hydrate, Steinhelm
[B-Estradiol
Folsdure, Quercetin, Sigma-Aldrich Deutschland
Rutin hydrate Chemie GmbH,
Steinhelm
Genistein, Kdmpferol, Carl Roth Deutschland
Daidzein, Isorhamnetin
LinRed-Lésung IHC LINARIS Biologi- | Deutschland
sche Produkte,
Dossenheim

ImmPRESS™ Reagent
Kit Peroxidase (IHC)

Anti-Mouse/Rabbit Ig Peroxi-
dase

R.T.U. Normal Horse Blocking
Serum (2,5 %)

Vectorlabs, Bur-
lingame

USA

antibody

PR antibody orb178489 BIOZOL Diagnos- | Deutschland
tica Vertrieb
GmbH, Eching
ER antibody orb178430 BIOZOL Diagnos- | Deutschland
tica Vertrieb
GmbH, Eching
ER beta antibody (PPG5/10) GeneTex USA
C-erbB-2 Onkoprotein orb233679 BIOZOL Diagnos- | Deutschland

tica Vertrieb
GmbH, Eching

Cell Proliferation En-

BrdU-Test-Kit

Roche Diagnos-

Deutschland

zyme Linked tics GmbH,

Immunosorbent Assay Mannheim

(ELISA), BrdU (colori-

metric)

in vitro toxicology assay | Neutralrot-Test-Kit Sigma-Aldrich Deutschland
kit neutral red based Chemie GmbH,

(TOX-4) Steinhelm

ity Assay

CellTiter-Glo® Lumines- | CellTiter-Test-Kit Promega Corpo- | USA
cent Cell Viability Assay ration
CytoTox-Glo™ Cytotox- | CytoTox-Test-Kit Promega Corpo- | USA

ration
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Im Rahmen der metabolischen Untersuchungen wurden Lactat- und Glucosekonzentrationen
gemessen. Dies geschah durch die Abteilung fur Labordiagnostik des Klinikum Siidstadt

Rostock.

Prinzip der Lactat-Bestimmung

Enzymatischer Farbtest

L-Laktat wird durch Laktatoxidase (LOD) zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid oxidiert. Durch
die Reaktion von Peroxidase (POD), Wasserstoffperoxid, 4-Aminoantipyrin (4-AA) und einem
Wasserstoffdonor (TOOS) entsteht ein farbiges Produkt. Die Farbzunahme ist der Lactatkon-

zentration proportional.

L-Lactat + Oz LOD Pyruvat + H;0;
H,0, + 4-AA + H-Donor POD Chromogen + 2 H,0

Prinzip der Glucose-Bestimmung

Enzymatischer UV-Test

Glucose wird in Gegenwart von Adenosintriphosphat (ATP) und Magnesiumionen von Hexo-
kinase (HK) phosphoryliert und bildet Glucose-6-Phosphat (G-6-P) sowie Adenosindiphosphat
(ADP). Glucose-6-Phasphat-Dehydrogenase (G6P-DH) oxidiert spezifisch Glucose-6-Phosphat
zu Glukonat-6-Phosphat bei gleichzeitiger Reduktion von NAD* zu NADH. Der Absorptionsan-
stieg bei 340 nm ist zur Glucosekonzentration in der Probe proportional.

Glucose + ATP HK, Mg* G-6-P + ADP

G-6-P + NAD* G6P-DH Gluconat-6-p + NADH + H*





