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Medizin war der Tee zuerst, Getrank wurde er danach.

Kakuzo Okakura [123]
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Mammakarzinom der Frau
1.1.1 Einfihrung

Brustkrebs zahlt zu den erstdokumentierten Tumorleiden und animierte bereits unsere
Vorfahren in der Antike zur Forschung am Menschen [130]. Der griechische Arzt
Hippokrates (um 460 bis 370 v. Chr.) beschrieb geschwirige Neubildungen an der
weiblichen Brust und pragte den altgriechischen Begriffs ,kapkivog* (karkinos). Die
Bezeichnung ,Krebs“ stand flr eine progrediente Schwellung ohne Neigung zur
spontanen Heilung. Mit seinen Schilern forschte Hippokrates auf der griechischen Insel
Kos an Geschwiren und verglich die bizarren Hauterscheinungen mit der Gestalt eines
Krebstieres. Er prognostizierte resultierend aus seinen sorgfaltigen Untersuchungen eine
schwierige bis unmdgliche Heilung des Leidens [89, 164].

In den letzten Jahrhunderten gab es kontinuierlich Bemuhungen, Krebserkrankungen des
Menschen zu therapieren und Mittel zur Verlangerung der Lebenszeit zu finden.
Besonders Brustkrebs rickte dabei aufgrund steigender Inzidenz und schwerer
Therapierbarkeit als weltweites Gesundheitsproblem in den Fokus der Forschung.

Heutzutage ist das Mammakarzinom in Deutschland und weltweit die haufigste maligne
Tumorerkrankung bei Frauen [178, 190]. Trotz wichtiger Fortschritte im Verstandnis und
beim Umgang mit der Erkrankung steigt jahrlich die Krankheitsrate [37, 190]. Es bestehen
multimodale Therapieansatze, bei denen die operative Entfernung des Tumors die grofite
Bedeutung erhalt.

Ergéanzend wird je nach Befund eine Strahlen- und/oder systemische Therapie
(Chemotherapie, Antihormontherapie, Antikorpertherapie) empfohlen fir eine Optimierung
des Therapieerfolgs [11].

Bei vielen Betroffenen besteht zusatzlich das Interesse, eine komplementare Therapie in
Anspruch zu nehmen, in der Hoffnung, Symptome zu lindern und die Lebensqualitat zu
steigern [119, 24, 107]. Die Komplementarmedizin umfasst erganzende MalRnahmen zur
Schulmedizin, z.B. den Einsatz von Akupunktur, Phytotherapeutika, Yoga oder
Homoéopathie. Aufgrund einer bisher geringen Studienlage besteht fir diese An-
wendungen kein ausreichend objektiver Wirksamkeitsnachweis. Kennzeichnend sind fur
einen Groldteil der eingesetzten Praparate die gute Vertraglichkeit sowie das limitierte
Auftreten von Nebenwirkungen [24, 52, 129].

Der Einsatz von komplementarer Medizin variiert stark innerhalb Europas und ist in
Deutschland in der ergédnzenden Anwendung zu konventionellen Therapieverfahren mit
fast 40 % der Betroffenen verhaltnismaRig sehr hoch [90]. Das Patientenkollektiv des
Mammakarzinoms nutzt verbreitet biologisch-basierte erganzende Mittel [44, 107, 119].
Einer Querschnittsstudie der Technischen Universitat Minchen zufolge nehmen 74,1 %
der Frauen mit gynakologischer Tumorerkrankung wahrend einer systemischen Therapie
die Unterstutzung von Phytotherapeutika und Nahrungserganzungsmitteln in Anspruch
[44]. Neben der Einnahme verschiedener Vitamine, Mineralstoffe und Krauter-
zubereitungen besitzt besonders griiner Tee aufgrund seiner wertvollen Inhaltsstoffe
einen wachsenden Stellenwert in der Komplementarmedizin, sowohl prophylaktisch als
auch therapeutisch bei onkologischen Krankheitsbildern [157, 180].
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1.1.2 Definition

Das Mammakarzinom ist eine chronisch maligne Erkrankung des Brustdriisengewebes.
Dem Manifestationsort entsprechend werden duktale von lobularen Tumoranteilen
differenziert. Duktale Karzinome treten mit 80 % Vorkommen haufiger auf und haben
ihren Ursprung in den Epithelzellen der Milchgange [129, 189]. Lobulare Entartungen (ca.
10 %) hingegen entstehen in den Drusenlappchen der Brust. Andere spezielle Subtypen
wie papillare, medullare, adenoid-zystische, tubuldre oder muzindse Tumore kommen
selten vor [129]. Die primare Einteilung der histologisch stark voneinander abweichenden
Typen erfolgt in prainvasive Lasionen (Carcinoma in situ) und invasive Karzinome [39,
56].

1.1.3 Epidemiologie

Weltweit zahlt Brustkrebs zu den haufigsten Krebserkrankungen und weist bei Frauen mit
etwa 2,2 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr die hochste Inzidenz unter den
Tumorentitaten auf [74]. Im Landervergleich wird deutlich, dass westliche Industrie-
nationen wie die USA, Australien oder viele europaische Staaten starkere
Erkrankungsraten dokumentieren als Lander des asiatischen oder afrikanischen
Kontinents (Abbildung 1).

Laut statistischer Erhebungen der Weltgesundheitsorganisation starben im Jahre 2020
global mehr als 680.000 Frauen an Brustkrebs, dies entspricht prozentual dem hochsten
Anteil an krebsbedingten Todesfallen bei Frauen [74, 178].

ASR (World) per 100 000
I :69.2

I 53.0-69.2

B 41.1-53.0
30.3-41.1 Bmm Notapplicab
<30.3 No data

Abbildung 1:  Geschatzte Brustkrebsinzidenz der WHO (weltweit); altersstandardisierte Rate von
2020; Frauen in allen Gruppen [75].
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In Deutschland wird im Durchschnitt bei einer von acht Frauen ein Brusttumor
diagnostiziert. Basierend auf den Schatzungen der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister e.V. (GEKID) und des Zentrums fur Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert
Koch-Institut wurden im Jahre 2016 rund 69.000 Brustkrebserkrankte in der
Bundesrepublik neu erkannt und etwa 18.500 Sterbefalle verzeichnet [190].

Die maligne Brustdrisenerkrankung ist in Deutschland mit einem prozentualen Anteil von
29,5 % (Stand 2016) unter den gesamten Krebsneuerkrankungen mit Abstand die
haufigste Tumorlokalisation bei Frauen (Abbildung 2). Dabei betrdgt das mittlere
Erkrankungsalter fur das Mammakarzinom beim weiblichen Geschlecht circa 64 Jahre.
Dieses liegt deutlich niedriger als der fir alle Tumorerkrankungen berechnete
Durchschnitt von 69 Jahren fur Frauen [39, 190].

Im dokumentierten Verlauf ist die Neuerkrankungsrate fir Brustkrebs bis zum Beginn des
21. Jahrhunderts in der Bundesrepublik fortlaufend angestiegen [37]. Besonders in der
Altersgruppe der 50- bis 69-Jahrigen traten mit der Einflhrung des Mammographie-
Screenings als PraventionsmalRnahme (je nach Region in den Jahren 2005 bis 2009)
signifikant erhdhte Inzidenzzahlen auf. Ab dem Jahre 2010 verringerte sich diese Anzahl
und ist in der Tendenz abfallend [39, 189, 190].

Entwicklungen in der Diagnostik und bei Therapieverfahren haben in den letzten Jahren
die Prognose und die Heilungschancen bei Brustkrebs verbessert und zu sinkenden
Sterberaten gefiihrt [37, 190]. Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate aller
Brustkrebserkrankten nach Erstdiagnose betrug im Jahre 2016 in Deutschland circa 87 %.
In den kommenden Jahren wird zu beurteilen sein, ob und welchen forderlichen Einfluss
die Friitherkennungsmafinahmen fiir die Mortalitat und Uberlebenszeit von
Brustkrebspatienten haben [190].

Frauen Manner

Drosldrise 23,57 |
Darm 11,1% ]

Lunge 9,2% ]

Malignes Melanom der Haut 4,8% |
Gebarmutterksrper 4,7% [N
Bauchspeicheldrise 3,9% [N
Non-Hodgkin-Lymphome 3,7% [
Eierstocke 3,1% [N

Leukamien 2,6% N

Magen 2,5% =

Niere 2,3% [HH

Schilddrase 2,33 [l

Gebarmutterhals 1,9% [l

Harnblase 1,8%

Mundhshle und Rachen 1,8% Il
Zentrales Nervensystem 1,5% [l

vulva 14%

Multiples Myelom 1,3% [l

Leber 1,2% W

Gallenblase und Gallenwege 1,2% ll
Weichteilgewebe ohne Mesotheliom 0,8% W
Speisershre 0,7% N

Anus 0,6% I

Dinndarm 0,5% I

Morbus Hodgkin 0,5% i

Kehlkopf 0,2% |

I, 27,7 Prostata
I 13,9% Lunge
I 12,5% Darm

B 7% Harnblase

I 4,79 Malignes Melanom der Haut
I 3% Non-Hodgkin-Lymphome
B 38 Mundhéhle und Rachen
I 6% Magen

I 350 Niere

I :6% Bauchspeicheldriise

Il .19 Leukimien

Bl 2.4% Leber

Bl 2,1% Speisershre

M 6% Hoden

M 1,5% Zentrales Nervensystem

M 1,5% Multiples Myelom

W 1.2% Kehlkopf

B 1.0% Gallenblase und Gallenwege

W 1,0% Schilddriise

B 0,9% Weichteilgewebe ohne Mesotheliom
B 06% Morbus Hodgkin

I 0,5% Dinndarm

1 0,4% Mesotheliom

I 0.3% Anus

Mesotheliom 0,196 | 1 0,3% Brustdrise
I

1T
o0 6 12 18 24 30 i6

16 30 24 18 12 6
@ Zentrurn fir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut
Abbildung 2:  Krebsinzidenzen in Deutschland 2016 mit prozentualem Anteil der haufigsten

Tumorlokalisationen (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) [191].
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1.1.4 Pathogenese

Mammakarzinome wachsen in den Gangen oder Lappchen der Brustdrise. Der
Primartumor ist in 55 % der Falle im oberen aufleren Quadranten der Brust, haufig
einseitig und vermehrt auf der linken Korperseite angesiedelt [56, 129].

Die Grundlage der Tumorentstehung in Organismen lasst sich im Allgemeinen
zurtckfihren auf eine Dysbalance zwischen Proliferation und Apoptose von Zellen in
einem bestimmten Gewebe. Die Regulation der zelluldaren Vorgange erfolgt
normalerweise mithilfe von spezifischen Proteinen, Wachstumsfaktoren und anderen
Mediatoren. Maligne Zellen weisen aufgrund genetischer Veranderungen im Erbgut eine
Storung dieser Kontrollmechanismen auf, was zu einer ungehemmten Zellteilung im
betroffenen Gewebe flhrt. Ursache fir die DNA-Schaden im Genom sind spontane
Mutationen oder auf die Zelle einwirkende Toxine [17, 35, 151].

Unter dem Einfluss verschiedener Risikofaktoren entstehen maligne Brustkrebstumoren
haufig lokal aus Vorlauferlasionen und unterliegen im progredienten Krankheitsverlauf
einer systemischen Ausbreitung [35].

1.1.4.1 Schritte der Karzinogenese

Die Entwicklung eines Tumors vollzieht sich stufenweise und kann Jahre andauern.

Bei der Initiation entsteht in der Mutterzelle durch spontane Mutationen oder einwirkende
Toxine (z.B. chemische Substanzen, Viren) ein DNA-Schaden, der durch zellinterne
Reparaturmechanismen nicht behoben werden kann und auf Tochterzellen Ubertragen
wird. Dabei kommt es im Genom zur Aktivierung von Onkogenen sowie zur
Unterdriickung von Tumorsuppressorgenen [35, 148].

Stark pradisponiert fur das Auftreten von Brustkrebs sind Frauen mit einem erblich
bedingten Mutationsnachweis in den Tumorsuppressorgenen BRCA-1 und BRCA-2.
Andere relevante Gene sind HER2, EGFR, c-Myc und Ras [158]. Das sogenannte
familiare Mammakarzinom macht insgesamt etwa 5-10 % der malignen Brusttumore aus.
Bei etwa der Halfte aller Patientinnen ist der genetische Hintergrund noch nicht geklart
[56, 95].

Die Promotion als nachste Stufe der Karzinogenese bezeichnet zusatzliche
Veranderungen sowie die Vermehrung der mutierten Ausgangszelle. Diese sind durch die
Deregulierung zellularer Prozesse sowie durch den Einfluss weiterer Wachstumsreize
(z.B. Hormone, chemische Stoffe) bedingt. Das Resultat ist eine reversible, gutartige
Gewebevermehrung [35, 148].

Eine Neoplasie der Epithelzellen innerhalb der Brustdriusengdnge bei intakter
Basalmembran wird als Duktales Carcinoma in situ (DCIS) bezeichnet. Es macht einen
Grofteil der Krebsvorstufen aus und entartet unbehandelt in 30 - 50 % der Falle. In den
Lobuli der Milchdrisen konnen sich ebenfalls atypische Hyperplasien des Epithels
ausbilden, die, wie beispielsweise das Lobulare Carcinoma in situ (LCIS), aufgrund des
Entartungspotenzials als Risikomarker gelten [56, 129].
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Das sich anschlieRende Stadium der Progression ist gekennzeichnet durch die irrever-
sible Entdifferenzierung und maligne Transformation des geschadigten Erbguts. Hierbei
spielen weitere aktivierte Tumorgene und angiogenetische Faktoren (AK, Angiogenin,
PDGF) eine Rolle [35, 148].

Invasion und Metastasierung markieren die letzte und gleichzeitig die Prognose
bestimmende Stufe der Karzinogenese. Dabei kommt es zur Absiedelung von Zellen des
Primartumors tUber den Blut- und Lymphstrom und zur Bildung histologisch gleichartiger
Tochtergeschwilste in einem anderen Gewebe [35].

Charakteristisch fur das Mammakarzinom ist eine frihe Metastasierung. Die hamatogene
Streuung erfolgt am haufigsten ossar (v.a. in Wirbelkérper), pulmonal oder hepatisch.
Uber Lymphbahnen werden die Lymphknoten der Axilla, je nach Lage des Primartumors,
entlang der A. mammaria interna oder im Bereich der Klavikula infiltriert [35, 56, 95]. Der
axillare Lymphknotenstatus korreliert mit dem Rezidivrisiko und gilt als relevanter
Prognosefaktor fir das Gesamtiiberleben bei Brustkrebs [129].

1.1.5 Risikofaktoren

Die S3-Leitlinie fir das Mammakarzinom hebt das fortgeschrittene Lebensalter (ab dem
50. Lebensjahr) als den bedeutendsten Risikofaktor fur die Brustkrebsentstehung in der
Bevodlkerung hervor [11]. Auch die Familiengeschichte, endokrine Faktoren sowie der
individuelle Lebensstil besitzen eine hohe Bedeutung [158]. Weitere Determinanten sind
in Tabelle 1 zusammengefasst.

Eine besondere Rolle spielt der Einfluss von Sexualhormonen. Ostrogene, die
physiologisch die Entwicklung der Brustdrise stimulieren, potenzieren wissenschaftlichen
Studien zufolge bei Patientinnen mit langjahriger sowohl endogener als auch exogener
Exposition das Erkrankungsrisiko flr Brustkrebs [46, 69, 118, 185]. Ebenso werden die
Zufuhr und der Einfluss von Gestagenen besonders im Zusammenspiel mit Ostrogenen
(z.B. bei einer postmenopausalen Hormonersatztherapie) als Risikofaktor diskutiert [11,
35, 1685].

Die Vorgange auf molekularer Ebene sind noch nicht eindeutig geklart. Eine allgemein
anerkannte Hypothese geht davon aus, dass Ostrogene ihre karzinogene Wirkung Uber
geeignete Rezeptoren in Form vermehrter Transkription von Proliferationsgenen und
folglich indirekt Uber verminderte DNA-Reparaturmoglichkeiten entfalten [78, 95, 185].
Alternativ besteht die Annahme, dass Ostrogene rezeptorunabhéngig zu genotoxischen
Metaboliten mutieren. Diese schadigen direkt Uber Einzelstrangbriche und
Punktmutationen die DNA und ermoglichen unkontrolliertes Wachstum von Tumorzellen
[95, 182, 185].

In Abhangigkeit von bestehenden Risikofaktoren ist die Einleitung individueller
FriherkennungsmalRnahmen flr einen Ausschluss oder eine mdglichst frihe
Diagnosestellung des Mammakarzinoms indiziert.
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Tabelle 1: Wichtige Risikofaktoren fir das Mammakarzinom [93, 129, 158, 190]

Risikofaktoren fiir das Mammakarzinom

hormonell - frihe Menarche, spate Menopause

- keine/wenige Schwangerschaften/Stillzeiten

- spate Erstparitat

- Einnahme oraler Kontrazeptiva

- Hormonersatztherapie (v.a. bei Einnahmedauer > 5 Jahre)

- Adipositas in der Postmenopause (Adipozyten synthetisieren Ostrogene)

hereditar - genetische Disposition (Mutationsnachweis im BRCA1- und BRCA2-Gen)
- familiare Belastung (Mamma- oder Ovarialkarzinom)

histologisch | - sehr dichtes Brustdrisengewebe
- Vorlauferlasionen:

duktales Carcinoma in situ (DCIS)
lobulares Carcinoma in situ (LCIS)
atypische duktale oder lobulare Hyperplasie
radiare Narbe

sklerosierende Adenose

fibrozystische Mastopathie

sonstige - hohes Lebensalter

- Geschlecht (Frauen > Manner)

- Mammakarzinom in der Eigenanamnese

- Lebensstil (Adipositas, Alkohol- / Tabakkonsum, Bewegungsmangel)
- Z. n. Radiatio des Thorax im Kindes- oder Jugendalter

1.1.6 Rezeptorstatus

Unter histologischer Begutachtung von entnommenem Tumorgewebe ist der
Rezeptorstatus von Brustkrebszellen evaluierbar und beim invasiven Mammakarzinom
bereits in der Primardiagnostik etabliert [11]. Die Bestimmung des Ostrogenrezeptors
(ER) und des Progesteronrezeptors (PR) sowie einer vermehrten Expression des
Humanen Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (HER2) erfolgen mittels Immunhisto-
chemie bereits praoperativ aus dem Biopsat einer ultraschallgesteuerten Stanze. Dabei
werden der Prozentsatz positiver Tumorzellkerne sowie deren durchschnittliche
Farbeintensitat angegeben. Der Rezeptornachweis spiegelt bestimmte Tumorzell-
eigenschaften wider, ermoglicht eine prognostische Einschatzung der Krankheit und dient
als pradiktiver Marker [2, 129].

Im Rahmen der St. Gallen Brustkrebskonferenz entwickelten internationale Experten im
Jahre 2011 ein Konzept zur Einteilung des Mammakarzinoms in molekulare Subtypen
(Tabelle 2). Haufig sind histopathologische Charakteristika von Tumorzellen mit
bestimmten Krankheitsverlaufen assoziiert und implizieren entsprechende Therapie-
empfehlungen [64].
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Unter Beachtung der neuesten Studiendaten erfolgt regelmafig eine Anpassung der
Therapieoptionen. Diskutiert wird in Expertengremien u.a. Uber den indizierten Einsatz
einer adjuvanten Chemotherapie unter Abwagung des Nutzens und des Risikos fur die
jeweiligen Patientinnen [11, 120]. Eine besondere Stellung nimmt das etwa bei einem
Funftel aller Patientinnen auftretende triple-negative Mammakarzinom (TNBC) ein, das
aufgrund einer verminderten bis fehlenden Expression der ER-, PR- sowie HER2-
Rezeptoren weniger therapeutische Ansatzpunkte aufweist und dadurch mit einer
schlechten Prognose einhergeht [5].

Tabelle 2: Entsprechend der St. Gallen Konsensus-Empfehlungen modifizierte Einteilung der
molekularen Subtypen des Mammakarzinoms [64]

Subtyp Erlauterung Therapie

Luminal A ER und/oder PR positiv Endokrine Therapie
HERZ2 negativ, Ki-67 niedrig

Luminal B HER2 negativ | ER und /oder PR positiv Endokrine Therapie
HER2 negativ, Ki-67 hoch +/- Chemotherapie

HERZ2 positiv | ER und/oder PR positiv Endokrine Therapie
HER?2 positiv, jedes Ki-67 + Chemotherapie
+ Anti-HER2-Therapie

HER2 positiv ER und PR negativ Chemotherapie
HERZ2 positiv + Anti-HER2-Therapie
Triple-negativ ER und PR negativ Chemotherapie

HER2 negativ

Hormonrezeptoren

Etwa zwei Drittel aller Mammakarzinome reagieren auf einen hormonell bedingten
Wachstumsreiz. Sie exprimieren Ostrogen- und/ oder Progesteronrezeptoren und werden
durch die Bindung der weiblichen Sexualhormone in ihrer Differenzierung stimuliert [37].
Der im Zytosol entstandene Hormon-Rezeptor-Komplex wandert in den Zellkern. Er dockt
an eine spezifische Stelle der DNA an und beeinflusst als Transkriptionsfaktor das
Genexpressionsmuster bestimmter Zielgene, welche beispielsweise die Zellteilung férdern
[69]. In der immunhistochemischen Analyse gelten mehr als 1 % angefarbte Tumorzellen
im Schnittbild als positiver Rezeptorbefund, mehr als 10 % als sensitiv fur eine endokrine
Systemtherapie. Adjuvant erfolgt die Blockade der Hormonrezeptoren mit Antidstrogenen,
um okkulte Tumorzellen zu vernichten und das Rezidivrisiko zu senken [11].
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HER2-Rezeptor

Onkogene induzieren eine vererbbare Stérung der Genregulation und bewirken Uber ein
pathologisches Wachstumsverhalten die maligne Transformation von Zellen [69]. Das
HER2-Onkogen kodiert fir den Humanen Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 2.
Etwa 15 bis 20 % aller invasiven Brusttumoren zeigen eine Uberexpression des
membranstandigen Rezeptors, welcher bei Aktivierung einen Wachstumsreiz in der Zelle
auslost. Fir den Nachweis des HER2-Rezeptors eignet sich neben der Immunhisto-
chemie auch die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung. Die unkontrollierte Zellproliferation
bei positivem HER2-Status ist mit progredientem Krankheitsverlauf und Tendenz zur
Metastasenbildung assoziiert [10, 129]. Laut aktueller S3-Leitlinie besteht bei vermehrtem
HER2-Rezeptornachweis ein hoher Empfehlungsgrad fir eine Anti-HER2-Therapie mit
Trastuzumab [11].

Ki-67-Status

Zusatzlich wird als relevanter Parameter zur Therapieentscheidung das Vorhandensein
des Proliferationsmarkers Ki-67 untersucht, der nur in Zellen mit aktiven Zyklusphasen
exprimiert wird [37]. Aufgrund der Inhomogenitat von Studienergebnissen, resultierend
aus hoher Variabilitat des Markers, besteht bisher kein Konsens Uber praxisrelevante
Grenzwerte fur eine Prognose- und Pradiktionseinschatzung. In der aktuellen S3-Leitlinie
werden lediglich Empfehlungen flr eine mdglichst reproduktive Ermittlung des Index
aufgestellt [11]. Eine starke Expression des Ki-67 steht im Zusammenhang mit einer
unginstigen Prognose [37].

1.1.7 Diagnostik und Therapie

Risikolasionen und Frihstadien des Mammakarzinoms sind in den meisten Fallen klinisch
inapparent [129]. Fur Risikogruppen und Frauen ab einem bestimmten Alter lasst sich
eine hohe Bedeutung der Friherkennungsdiagnostik ableiten. Sie umfasst zusatzlich zum
klinischen Untersuchungsbefund die apparative Diagnostik und histologische Beurteilung
des Tumors. Eine zentrale Rolle spielt bei Frauen ab dem 40. Lebensjahr die
Mammographie, welche nachweislich zu einer Senkung der Mortalitat bei Brustkrebs flhrt
[11, 16, 76]. Dabei handelt es sich um eine Rontgenuntersuchung der weiblichen Brust
[135]. Im Rahmen des europaweiten Mammographie-Screening-Programms besteht fur
alle Frauen zwischen 50 und 69 Jahren die Empfehlung, alle zwei Jahre das bestehende
Angebot zur Friherkennung von Brustkrebs in Anspruch zu nehmen [47]. Fur Frauen
unter 40 Jahren wird zur Abklarung moéglicher Auffalligkeiten primar die Sonografie der
Brust und der Achselhdhlen empfohlen. Bei Hochrisikopatientinnen kommt bei unklarer
Diagnose vereinzelt die MRT zum Einsatz. Verdachtsdiagnosen bei auffalligen Befunden
werden mittels einer Stanz- oder Vakuumbiopsie und histologischer Aufarbeitung der
Probe abgeklart [37].
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Die Therapie des Mammakarzinoms umfasst neben dem operativen Verfahren zur
Entfernung des Tumors die adjuvante Behandlung zum Schutz vor Rezidiven. Hierfir
kommen Strahlen-, Chemo-, und Antihormon- sowie zielgerichtete Antikdrpertherapie zum
Einsatz [129]. Basierend auf der deutschen S3-Leitlinie wird zur optimalen Behandlung
der Patientin ein individuell zugeschnittener Therapieansatz verfolgt, bei dem die
partizipative Entscheidungsfindung mit Einbeziehung der Patientenwlnsche einen hohen
Stellenwert einnimmt [11].

Die Wahl der Therapie richtet sich nach dem Malignitdtsgrad und den Subtypen des
Karzinoms. Dies erfolgt unter Berlcksichtigung prognostischer und pradiktiver Faktoren
mithilfe von zusatzlichen mikroskopischen Untersuchungen und Testverfahren (Tabelle 3)
[79, 167]. Eine neuere Mdglichkeit stellen Genexpressionsanalysen dar, welche die
Aktivitat bestimmter Gene auswerten und unterstitzend zur Risikoeinschatzung einer
Therapie dienen [37]. Zur Abwagung des Nutzens einer adjuvanten Chemotherapie finden
Tests wie der OncotypeDX®, Endopredict®, Prosigna® und Mammaprint® zunehmend
erganzende Anwendung, die durch laufende Studien weiterhin klinisch validiert werden
missen [11, 120]. Aussagekraftige Forschungsergebnisse stammen aus der seit 2006
laufenden TAILORx-Studie. Demnach kénnen im frihen Brustkrebsstadium mithilfe des
OncotypeDX® evidenzbasiert Patientinnen identifiziert werden, die aus einer zusatzlich
zur endokrinen Therapie angewandten Chemotherapie keinen Benefit bezlglich des
erkrankungsfreien Uberlebens ziehen. In diesen Féllen kann auf die Einnahme toxischer
Chemotherapeutika verzichtet werden [58, 153].

Tabelle 3: Prognostische und pradiktive Faktoren fiir die Therapie des Mammakarzinoms [79,

120, 167]
Prognostische Faktoren Pradiktive Faktoren
= Voraussage des wahrscheinlichen =Einschatzung der Wirksamkeit einer
Krankheitsverlaufs des Mammakarzinoms Therapie beim Mammakarzinom
Ungilinstig: Positiver ER-/ PgR-Status:
-Alter <35 Jahren - Ansprechen einer ET
-Tumorwachstum, Metastasierung Postmenopausenstatus:
-Multifokalitat / Multizentrizitat - Einsatz von Aromatasehemmern
-Zahl der befallenen Lymphknoten Positiver HER-2-Status:
-undifferenziertes Gewebe (Grading) - Ansprechen einer Antikorpertherapie
-Adipositas (BMI > 30 kg/m?) Erhohtes Ki-67:
-erhohtes Ki-67 (Proliferationsmarker) - Einsatz einer NACT
-zirkulierende Tumorzellen (CTC) im Blut Genexpressionstest Oncotype DX®:
-zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) - Nutzen einer Chemotherapie
BRCA-Mutation:
Glinstig: - Einsatz von Platin in NACT
-RO-Status CTC-Reduktion nach Therapiebeginn
-keine GefaRinvasion - Ansprechen der jeweiligen Therapie
-positiver ER- / PgR-Status Zukiinftig: PD-L1-Status b. TNBC [51, 120]:
-frlihes Ansprechen auf Therapie - Ansprechen einer Immuntherapie
-tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) (Checkpoint-Inhibitoren)
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Grundsatzlich wird bei der Behandlung des primaren Mammakarzinoms nach Mdéglichkeit
operativ verfahren. Nach bioptischer Diagnosesicherung gelingt bei 60 bis 70 % der
Patientinnen eine brusterhaltende Therapie (BET) unter Exzision des Karzinoms mit
tumorfreiem Resektionsrand und anschlieRender Radiatio [37, 79]. Fortgeschrittene
Befunde und das inflammatorische Mammakarzinom verlangen eine Mastektomie, bei der
die vollstandige Entfernung der Brust erfolgt. Die modifiziert radikale Mastektomie (MRM)
ist mit einer ausgedehnten axillaren Lymphonodektomie verbunden. Dabei treten haufig
Komplikationen durch angestaute Flussigkeit auf, wie z.B. Schmerzen im Schulter-Arm-
Bereich oder ein sekundares Lymphddem. Verzichtet werden kann auf die
Axilladissektion, wenn mithilfe der Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (SLNB) im Rahmen des
operativen Tumormanagements der Ausschluss einer Metastasierung nachfolgender
Lymphknotenstationen erfolgt [18, 129]. Bei bis zu zwei auffalligen Wachterlymphknoten
kann abhangig vom Befund der Patientin anstatt einer Axilladissektion auch eine Sentinel-
LK-Dissektion unter BET und systemischer Therapie durchgeflihrt werden [61].

Zur Rekonstruktion der Brust werden Silikonimplantate oder kérpereigene Gewebestlicke
genutzt [2]. Postoperativ ist eine Bestrahlung indiziert, die laut aktueller Studienlage eine
Senkung der Rezidivrate sowie der Brustkrebssterblichkeit beobachten lasst [11, 35, 167].

Die systemische Therapie des Mammakarzinoms umfasst nach histologischer Sicherung
alle Formen medikamentdser Behandlung, die vor oder nach einer Operation durchgefihrt
werden konnen. Die Intention ist eine Steigerung der Uberlebensrate, haufig unter
Tolerierung einschrankender Nebenwirkungen [129].

Der chemotherapeutische Ansatz verfolgt die Applikation von Zytostatika. Adjuvant wird
momentan in der Erstlinientherapie die Kombination eines Anthrazyklins mit einem Taxan
(z.B. Epirubicin und Paclitaxel) empfohlen [2]. Die Wahl der eingesetzten Substanzen
basiert auf der korperlichen Verfassung der Patientin und einer mdglichen Vorbehandlung
unter Beachtung kumulativer Effekte und Kreuzresistenzen [79]. Eine Uberdosierung von
Anthrazyklinen ist assoziiert mit kardiotoxischen Nebenwirkungen und Effluvium. Taxane
schadigen das Nervensystem und flihren haufig zu Myelosuppression mit Panzytopenie
[35].

Die endokrine Therapie erfolgt bei hormonempfindlichen Tumoren nach Abschluss einer
Chemotherapie und gegebenenfalls parallel zu einer Strahlentherapie. Zurzeit werden drei
wirksame Substanzklassen eingesetzt (Tabelle 4) [129].

Tabelle 4: Optionen flr die Antihormontherapie des Mammakarzinoms [69, 141]

Substanzklasse Wirkungsweise Wirkstoffe

1) SERMs Blockade der Ostrogen- Tamoxifen
rezeptoren in der Brustdrise (pra- und postmenopausal)

2) GnRH-Analoga Ovarsuppression durch Buserelin, Leuprorelin,
Uberstimulation der Hypophyse | Goserelin (pramenopausal)

3) Aromatasehemmer | Unterbindung der Anastrozol, Letrozol,
Sexualhormon-Produktion Exemestan (postmenopausal)
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Die Dauer der endokrinen Therapie betragt mindestens 5 Jahre und kann in Abhangigkeit
von Rezidivrisiko und Toleranz auch auf bis zu 10 Jahre verlangert werden [129]. Die
Nebenwirkungen gestalten sich individuell, am haufigsten kommen Hitzewallungen,
Ubelkeit, Schwindel, Kopf- und Gliederschmerzen sowie Antriebsschwéche vor. Fur
Tamoxifen besteht zusatzlich ein erhdhtes Risiko flir das Auftreten eines
Endometriumkarzinoms [35]. Im Rahmen der randomisierten Studien SOFT und TEXT
wurde der mdgliche Nutzen einer Ausschaltung der Ovarialfunktion (OFS) zusatzlich zu
der endokrinen Therapie eroiert. Es ergab sich unter OFS eine signifikant hdhere 8-
Jahres-Rate der Rezidivfreiheit und des Gesamtuberlebens im Vergleich zur alleinigen
Therapie mit Tamoxifen. Ebenso konnten Patientinnen mit Einnahme von Exemestan
unter einer zusatzlichen OFS profitieren [53, 100, 120].

Im Gegensatz dazu setzt die Immunherapie Uber die Gabe eines bestimmten Antikdrpers
an ausgewahlten Zielstrukturen im Tumorgewebe an. Beim Mammakarzinom mit
positivem HER2-Status wird der monoklonale Antikérper Trastuzumab (Herceptin)
angewendet, welcher durch Blockade des humanen epidermalen Wachstumfaktor-
Rezeptors die Zellproliferation unterdrickt [35]. Laut Analyse der im Jahre 2008 bis 2010
durchgeflihrten randomisierten Phase-3-Studie CLEOPATRA steigert die Gabe von
Pertuzumab zusatzlich zu Trastuzumab bei fortgeschrittenem Mammakarzinom die
Gesamtuberlebensrate auf 37 % bei 8-jahriger Nachbeobachtungszeit. Der Einsatz dieser
dualen Blockade des HER2-Rezeptors erfolgt in Kombination mit dem Chemo-
therapeutikum Doxcetaxel [159].

Neue Mdglichkeiten in der antikorperbasierten Tumorbehandlung bezlglich des
progressionsfreien Uberlebens von Brustkrebs stellen Checkpoint-Inhibitoren dar.
Getestet und teilweise bereits bei Patientinnen mit bestimmten Voraussetzungen
empfohlen werden v.a. PD-L1-Inhibitoren wie z.B. Atezolizumab [85, 146].

Insgesamt wird bis zum Stadium des lokal fortgeschrittenen Mammakarzinoms ein primar
kurativer Therapieansatz verfolgt. Regelmafige Kontrollen in der Nachsorge sind streng
zu beachten, da lokale Rezidive bei 5 - 10 % der Patientinnen nach einer BET innerhalb
von 10 Jahren auftreten [37]. Eine neoadjuvante Systemtherapie ist indiziert bei
fortgeschrittenen Karzinomen, um bei gezielter Verkleinerung des Tumors eine
Operabilitdt Uberhaupt zu ermoglichen oder in bestimmten Fallen anstelle einer
Mastektomie eine brusterhaltende Therapie durchfihren zu kénnen. Es besteht kein
Unterschied bezuiglich der Uberlebensrate nach praoperativer im Vergleich zu der nach
postoperativer Systemtherapie [2]. Mit dem Auftreten von Fernmetastasen verschlechtert
sich die Prognose deutlich. In diesem Fall stehen je nach Zustand der Patientin und
Lokalisation der Metastasen besonders palliative Malnahmen mit dem Ziel der
Symptomkontrolle im Vordergrund [129, 79].

Die Bewahrung der Lebensqualitat der Patientinnen besitzt in allen Stadien einen hohen
Stellenwert [11]. Im Rahmen der supportiven Therapie erfolgt eine Behandlung von
Nebenwirkungen wie Emesis, Neutropenie, Anamie, Schmerzen, Osteoporose und
kognitiven Stérungen sowohl in der kurativen als auch palliativen Situation [11, 35].
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1.2 Wirkprofil der Flavonoide

Flavonoide sind natirlich vorkommende Polyphenole, die im Sekundarstoffwechsel von
Pflanzen entstehen. Als wasserlGsliche Farbstoffe verleihen sie Blaten, Frichten und
anderen nicht-griinen Pflanzenteilen ihre Pigmentierung. Sie befinden sich v.a. in den
Randschichten und aufieren Blattern der Pflanze. Bisher sind etwa 6500 verschiedene
Flavonoide bekannt [125, 175]. Die chemische Kernstruktur umfasst ein Cg-C3-Co-
Grundgertust, das aus zwei aromatischen Kohlenstoffringen (A; B) und einem hetero-
zyklischen Ring (C) besteht. Die Substitution funktioneller Gruppen sowie die Anzahl der
an Ring A und B gebundenen Hydroxygruppen beeinflussen die biologische Aktivitat
(Abbildung 3). Aufgrund variabler chemischer Modifikation ermdglicht der zentrale Ring C
die Differenzierung der Flavonoide in mehrere Untergruppen. Hauptsachlich
unterschieden werden Flavone, Flavonole, Chalkone, Anthocyane, Flavanone und
Isoflavonoide. Eine weitere Untergruppe stellen die Flavanole dar, zu denen u.a. die
Catechine Epicatechin, Epigallocatechin und Epigallocatechingallat (EGCG) zahlen [26,
96, 125, 175].

Bevorzugt liegen Flavonoide an Zuckermolekile gebunden als Glykoside vor [175].
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Abbildung 3:  Darstellung der Flavonoid-Untergruppen mit wichtigen Vertretern und chemischer
Struktur modifiziert nach Panche et al. [125].
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Zu den natlrlichen Quellen der Flavonoide zahlen hauptsachlich Nahrungsmittel wie
Obst, Gemiuse, Getreide und Samen sowie Tee, Wein und einige Gewlirze. Schatzungen
zufolge nehmen Westeuropaer taglich zwischen 100 und 1000 mg Flavonoide Uber
Lebensmittel auf [94].

In verschiedenen epidemiologischen Studien der letzten Jahre konnte beobachtet werden,
dass sich Flavonoide bei langjahriger Einnahme vorteilhaft auf die Gesundheit des
Menschen auswirken. Besonders in Bezug auf kardiovaskulare, neurodegenerative sowie
maligne Erkrankungen erzeugen sie protektive Effekte, welche wu.a. auf ihren
antioxidativen, antiinflammatorischen und Enzym-modulierenden Eigenschaften beruhen
[34, 94, 125, 141].

Fir den Einsatz der Flavonoide in der Brustkrebstherapie und als mogliche
Chemopravention existieren bereits wissenschaftliche Ansatze [15, 111, 126].

Eine Problematik stellt die geringe Bioverfligbarkeit von Flavonoiden nach Aufnahme und
Umsetzung im Korper dar [65, 162]. Ein aktueller Forschungsschwerpunkt liegt daher auf
der Untersuchung des Flavonoid-Stoffwechsels, um breitere Erkenntnisse fir die
Verwendung in Form von Phytotherapeutika zu gewinnen.

1.3 Testsubstanzen

Fur diese Arbeit erfolgte die in-vitro Untersuchung eines selbst hergestellten Grintee-
Extrakts sowie seiner als Inhaltsstoffe bekannten, kommerziell erworbenen Flavonoide
EGCG, Quercetin und Rutin bezlglich der Wirkung auf ausgewahlte, etablierte
Brustkrebszelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231). Zusatzlich diente die Testung der
synthetischen Stoffe Estradiol und Endoxifen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Brustkrebszellen als Kontrolle. Im Folgenden werden die ausgewahlten Testsubstanzen
genauer dargestellt.

1.3.1 Griiner Tee

Die Teepflanze Camellia sinensis (0. Kuntze) zahlt zu der Familie der
Teestrauchgewachse (Theaceae) aus der Gattung der Kamelien (Camellia) und ist durch
die Kultivierung auf den drei Kontinenten Asien, Afrika und Slidamerika weit verbreitet.
Camellia sinensis wird Uberwiegend fur die Verarbeitung zum herkémmlichen Tee-
Aufgussgetrank genutzt und weist u.a. Inhaltsstoffe wie Catechine, Theanin und Koffein
auf [172].

Aufgebrihter Tee stellt nach Wasser das meist konsumierte Getrank in der globalen
Bevolkerung dar. In Deutschland wurden im Jahr 2019 durchschnittlich 28 Liter Grin-
oder Schwarztee pro Kopf getrunken. Tendenziell steigt aufgrund zunehmender
Nachfrage die weltweite Tee-Herstellung [36, 174].

In Abhdngigkeit von Herstellungsprozess und Oxidationsstufe kann aus Camellia sinensis
neben Weild-, Oolong- und Schwarzteesorten auch Gruner Tee produziert werden. Die
Verarbeitung der Teeblatter, Knospen und Triebe nach der Ernte dient einerseits der
Konservierung, maRgeblich jedoch der Aromaentfaltung und Geschmacksgebung des
Getranks. Etwa 4 - 6 kg frische Teeblatter werden fir 1 kg Trockenprodukt bendtigt [3].
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Der Grine Tee wird mithife einer milden Dampfmethode hergestellt, die auf
jahrtausendalter ostasiatischer Tradition basiert. Dabei werden die Blatter zunachst flr
den Entzug von Flussigkeit getrocknet und im weiteren Schritt der sogenannten Fixierung
kurzzeitig gedampft (japanische Methode) oder gerostet (chinesische Methode). Das
Erhitzen bedingt eine Enzym-Inaktivierung, die eine Reaktion mit Sauerstoff (Oxidation)
sowie die damit einhergehende biochemische Umwandlung sekundarer Pflanzen-
inhaltsstoffe verhindert. Dadurch bleiben ein Grolfiteil an Catechinen und die griine Farbe
der Teeblatter erhalten. Dies steht im Gegensatz zum Schwarzen Tee, bei dessen
Herstellung eine Bellftung und Fermentierung der Teeblatter erfolgt und der Catechin-
Gehalt durch die Umwandlung der Catechine zu Theaflavinen um ca. 85 % reduziert wird
[3, 84, 127, 149].

Das Vorhandensein zahlreicher Grunteesorten resultiert aus regional unterschiedlichen
Anbaubedingungen von Camellia sinensis sowie der Entwicklung verschiedener
Zubereitungsverfahren. Die Zusammensetzung und Qualitat des Tees ist u.a. von Anbau-
und Ernteverfahren, Alter und GréRe sowie vom Mineralien- und Polyphenolgehalt der
Blatter und Sprossen abhangig [3, 42]. Fur diese Arbeit wurde die japanische Griintee-
Sorte Bancha verwendet, welche aus groReren Blattern hergestellt und in Asien als
Alltagsgetrank geschatzt wird [41].

Die Hauptbestandteile des Grinen Tees stellen Literaturangaben zufolge Polyphenole
(ca. 90 %), Aminosauren (ca. 7 %), Koffein (ca. 3 %) sowie Vitamine und Mineralien dar.
Diese Anteile variieren je nach Grinteesorte und Verarbeitung der Blatter [91, 131].
Flavonoide machen den grofiten Anteil der Polyphenole in Grinteeblattern aus, die
Flavonoid-Untergruppen Flavanole (Catechine) und Flavonole (u.a. Quercetin) sind dabei
quantitativ am starksten vertreten. Unter den Catechinen kommen mit einem Anteil von
circa 80 % vorrangig EGCG (Epigallocatechingallat), EGC (Epigallocatechin), ECG
(Epicatechingallat) und EC (Epicatechin) vor [3, 99, 131]. Die in verschiedenen Studien
nachgewiesenen antioxidativen und gesundheitsfordernden Eigenschaften des Griinen
Tees werden hauptsachlich diesen Catechinen zugeschrieben (Abschnitt 1.2).
Hervorzuheben sind besonders die Risikoreduzierung und die Wirkung in Bezug auf
verschiedene neurodegenerative, kardiovaskulare sowie maligne Erkrankungen,
einschlie3lich Brustkrebs [84, 91, 108, 131, 157].

Abbildung 4:  Teeaufguss mit Bancha-Teeblattern.
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1.3.2 Epigallocatechingallat (EGCG)

Epigallocatechingallat (EGCG) zahlt zur Flavonoid-Subgruppe der Flavanole (Catechine)
und stellt im Grinen Tee die Hauptkomponente der enthaltenen Catechine dar [125, 40].
In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass EGCG unter den Tee-
Polyphenolen in Bezug auf antiproliferative und antioxidative Effekte die starkste
Wirksamkeit aufweist [45, 99]. Der molekulare Mechanismus des EGCG beruht auf der
Modifizierung der Genexpression sowie mehrerer Signallibertragungswege, die einerseits
das Wachstum von Tumorzellen supprimieren und andererseits protektive Mechanismen
in Korperzellen stimulieren [28, 38]. Auch bei synthetisch hergestellten EGCG-Analoga
und Prodrugs wurde eine wirksame Antitumoraktivitat festgestellt [4, 40].
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Abbildung 5:  Strukturformel des EGCG [84].

1.3.3 Quercetin und sein Derivat Rutin

Das Flavonoid Quercetin und sein glykosylierter Abkémmling Rutin (Quercetin-3-O-
Rutinosid) gehdren zu der Untergruppe der Flavonole. In der Natur kommt Quercetin nicht
ungebunden, sondern in Form zahlreicher Glykoside vor. Als hellgelbe Farbstoffe sind
diese u.a. in Nahrungsbestandteilen wie Gemise (Zwiebel, Griinkohl) und Obst (Quitten,
Apfel) sowie in der Teepflanze Camellia sinensis vorzufinden [132, 162, 175]. Das
Wirkprofil von Quercetin und seinem Derivat Rutin zeigt langfristig glinstige Auswirkungen
in Bezug auf karzinogene und chronische Erkrankungen des Menschen, wobei neben der
antitumordsen besonders die vaskulare Schutzwirkung zur Pravention von Bluthochdruck
und Herz-Kreislauf-Erkrankungen eine hohe Bedeutung erlangt [34, 94, 114, 141].

1.3.4 Estradiol

Als Hauptvertreter der Ostrogene stellt das Estradiol ein natirlich vorkommendes
Steroidhormon dar, welches v.a. in der Nebennierenrinde und in den Keimdrisen
produziert wird. Es hat Einfluss auf den korperlichen Stoffwechsel und wirkt durch
Ostrogenrezeptoren u.a. proliferativ auf Uterus und Brustdriise [69]. Ostrogene gelten als
Risikofaktoren fur Brustkrebs (Abschnitt 1.1.5). In dieser Arbeit wurde Estradiol als
proliferationsfordernde Kontrolle auf Brustkrebszellen getestet.
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1.3.5 Tamoxifen und sein Metabolit Endoxifen

Der selektive Estrogenrezeptor-Modulator (SERM) Tamoxifen supprimiert durch die
kompetitive Hemmung des Hormonrezeptors die Zellproliferation im Gewebe der
Brustdrise [69]. Das Medikament wird bei Patientinnen mit Risiko oder einer
vorhandenen, hormonsensiblen Brustkrebserkrankung in Form einer endokrinen Therapie
sowohl in praventiver, adjuvanter als auch in palliativer Situation in Abhangigkeit von dem
individuellen pathologischen Befund empfohlen [2].

Im Korper ist Tamoxifen erst wirksam nach Umwandlung in seine aktive Form Endoxifen
durch die Enzyme des Cytochrom P450-Systems CYP3A4/A5 und CYP2D6 (Abbildung
6). Es gilt zu beachten, dass CYP2D6 einem genetischen Polymorphismus unterliegt und
bei Teilen der Bevdlkerung in Genvarianten mit nur geringer oder gar keiner Aktivitat
auftritt. Dies hat zur Folge, dass bei etwa 20 % der Patientinnen das verabreichte
Tamoxifen aufgrund fehlender Metabolisierung eine unzureichende Wirkung mit
signifikant erhéhtem Risiko flir das Auftreten eines Brustkrebsrezidivs hat [68, 92].

Es gibt Ansatze auf Forschungsebene, welche fir eine CYP2D6-Genotypisierung als
Entscheidungshilfe flr den Einsatz von Tamoxifen pladieren, allerdings besteht dafir
bisher keine ausreichende Evidenz [43, 109].

Aufgrund des unbestandigen Ansprechens vieler Patientinnen auf Tamoxifen und
einschrankender Nebenwirkungen bei der Therapie untersuchen Experten seit einigen
Jahren gezielt die pharmakologischen Eigenschaften des Derivats Endoxifen hinsichtlich
einer moglichen therapeutischen Tamoxifen-Alternative bei hormonsensitivem Brustkrebs.
Laborstudien zeigen, dass Endoxifen in-vitro im Vergleich zu Tamoxifen eine starkere
antidéstrogene sowie antiproliferative Wirkung auf entartete Brustzellen aufweist. Der
Metabolit besitzt eine vielfach héhere Affinitat zum Ostrogenrezeptor als Tamoxifen und
ist Voraussetzung fur eine vollstandige Blockade dieses Rezeptors [69, 116, 179].

Es gibt Studien, die festgestellt haben, dass Tamoxifen seine Wirkung in Brustkrebszellen
nicht ausschliellich Uber Estrogenrezeptoren entfaltet, sondern zusatzlich Uber andere
molekulare Signalwege einen Untergang der Brustkrebszelle induzieren kann [87, 104].
Daraus eroffnen sich ebenfalls fir den aktiven Metaboliten Endoxifen perspektivisch
Moglichkeiten hinsichtlich der medikamentésen Behandlung von Patientinnen mit schwer
therapierbaren hormonrezeptornegativen Brustkrebstumoren.
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Abbildung 6: Modifiziert nach Maximov et al.: Metabolisierung von Tamoxifen zur
plasmawirksamen Substanz Endoxifen (4-Hydroxy-N-desmethyltamoxifen) [116].
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2 Zielstellung

Auf der Therapie des Mammakarzinoms liegt seit vielen Jahren ein onkologischer
Forschungsschwerpunkt. Trotz mittlerweile etablierter Fruherkennungsmal3nahmen und
standiger Weiterentwicklung therapeutischer Konzepte steigen sowohl die Inzidenzzahlen
als auch die krebsbedingten Todesfalle bei Frauen global kontinuierlich an und erreichen
im Vergleich unter den Tumorerkrankungen Hochstwerte.

Einen wachsenden Stellenwert in modernen Therapiestrategien des Mammakarzinoms
nehmen komplementdre Heilmethoden ein, die sich durch eine geringe
Nebenwirkungsrate und Studien zufolge durch ein grolRes therapeutisches Potenzial in
Erganzung zur Schulmedizin auszeichnen.

Im Rahmen dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Untersuchung von grinem Tee sowie
seinen Inhaltsstoffen EGCG, Quercetin und Rutin, fir welche sich in der Literatur
zahlreiche Veroffentlichungen hinsichtlich praventiver und heilender Eigenschaften
besonders in Bezug auf Krebserkrankungen finden.

Ziel der Untersuchungen soll sein, die antiproliferative und zytotoxische Wirkung eines
Griuntee-Extrakts und seiner Bestandteilen EGCG, Quercetin und Rutin auf zwei humane
Mammakarzinomzelllinien in-vitro mithilfe von Zelltests zu untersuchen. Die Herstellung
des Extrakts erfolgt aus handelstblichen Teeblattern der Sorte Bancha, die in Ethanol
gelést und mittels Mikrowellenverfahren aufbereitet werden. Das Vorhandensein
hochwertiger Inhaltsstoffe im Tee-Extrakt wird durch eine HPLC-Analyse geprift. Die
ausgewahlten Flavonoide EGCG, Quercetin und Rutin werden flr die Zelltests in Form
von synthetischen Reinstoffen kommerziell erworben.

Zusatzlich soll die Wirkung von Endoxifen vergleichend und vor allem in Kombination mit
den Testsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen gemessen werden. Endoxifen ist
die verstoffwechselte, bioaktive Form des Brustkrebsmedikaments Tamoxifen.

Vor dem Hintergrund vieler Nebenwirkungen unter Tamoxifen-Gabe soll untersucht
werden, ob ein moglicher synergistischer Wirkeffekt zwischen dem Metaboliten Endoxifen
und den ausgewahlten Testsubstanzen besteht. Es konnte perspektivisch neue
Behandlungsmdglichkeiten 6ffnen, wenn z.B. eine Reduktion der eingesetzten Tamoxifen-
Dosis bei gleichzeitiger Gabe von Gruntee-Extrakt zu adaquaten therapeutischen Erfolgen
mit geringerer Nebenwirkungsrate fuhrt. Auf die Patientinnen wirde sich dies vorteilhaft in
Form einer verbesserten Lebensqualitdt und erhéhter Compliance wahrend der
Medikamenteneinnahme auswirken.

Tamoxifen wirkt primar Gber die Blockade von Estrogenrezeptoren und wird eingesetzt,
um das Wachstum hormonempfindlicher Tumorzellen zu verhindern. Studien liefern
Hinweise, dass Tamoxifen nicht nur Estrogenrezeptor-abhangige Wirkungen entfaltet.
Daher soll in dieser Arbeit neben einer Hormonrezeptor-positiven Zelllinie vergleichend
auch eine Zelllinie ohne Expression der Rezeptoren getestet werden.

Von Interesse ist dabei ebenfalls, ob es im Vergleich der Zelllinien Unterschiede in der
Wirkweise von grinem Tee und seinen Bestandteilen gibt.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die antikarzinogene Wirkung von Flavonoiden zu
unterstreichen und durch den Einsatz von Grintee-Extrakt einen mdglichen Ansatz fur die
Optimierung der Brustkrebstherapie zu entwickeln.
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3 Material und Methoden
3.1 Pflanzenmaterial

Fiur die Herstellung des Extraktes wurde ein Gruner Tee (Bancha) aus losen, grofden
Blattern der Marke Ronnefeldt® mit dem Ursprungsort China verwendet. Die Verarbeitung
und Herstellung des Tees erfolgte laut Angaben des Herstellers nach japanischer Art
mithilfe der Dampfmethode [142].

3.2 Extraktgewinnung mittels Mikrowellenextraktion

Es gibt verschiedene Methoden, um aus einem pflanzlichen Ausgangsstoff fur die
Herstellung eines Extrakts die gewlinschten Inhaltsstoffe herauszulésen. In dieser Arbeit
wurde das mikrowellenbasierte Trennverfahren flr die Extraktion angewendet. Dabei
erfolgt durch Mikrowellenenergie eine Erhitzung von Probe und Lésungsmittel, indem die
elektromagnetischen Wellen die Rotation von Dipolen anregen und zu intermolekularer
Reibung flhren. Die daraus freigesetzte Warme hat eine destruierende Wirkung auf die
Pflanzenzellen und bewirkt den Aufschluss ihrer Inhaltsstoffe [22]. Fir die Herstellung des
Griintee-Extrakts wurde die Labormikrowelle Discover SP der Firma CEM genutzt.

3.2.1 Prozedere

Zu Beginn wurden die getrockneten Grintee-Blatter mit einem Morser zu einem Pulver
zerkleinert, um bereits mechanisch eine grélkere Angriffsflache flir das Extraktionsmittel
zu schaffen. Nach dem Abwiegen von 1 g Teepulver erfolgte in einem Reagenzglas die
Lésung in 10 ml 70 %-igem Ethanol. Die Ausgangskonzentration fur den Gruntee-Extrakt
betrug somit 1 g/ 10 ml 70 %-igem Ethanol.

Im Anschluss erfolgte in der Mikrowelle bei einer Leistung von 80 Watt das Erhitzen des
Extrakts fir 20 min bei 60 °C. Fir die weitere Verwendung wurde der klare Uberstand mit
den geldsten Komponenten der Teeblatter genutzt, der feste Absatz mit unbrauchbaren
Zellbestandteilen dagegen verworfen. Die darauf folgenden Zentrifugationen (4030 U/min
Uber 15 min, danach 13000 U/min flr 5 min) erméglichten die noch prazisere Separation
der verwendbaren flissigen von den festen Teebestandteilen. AnschlieRend wurden der
Grintee-Extrakt filtriert (PorengréfRe 0,45 um) und die homogene Suspension mittels
eines Vakuumkonzentrators bei 45 °C auf ein Zielvolumen von 1 ml eingeengt (Eppendorf
Concentrators 5301).

Die Aufbewahrung erfolgte im Mikroreaktionsgefal® bei - 80 °C im TiefkUhlschrank. Vor
jeder Anwendung wurde der Extrakt nach dem Auftauen erneut zentrifugiert.
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3.3 Herstellung der Zellkulturen
3.3.1  Zellkulturlinien

Im Rahmen dieser Arbeit fanden die Untersuchungen des Grintee-Extraktes an zwei
humanen Mammakarzinomzelllinien statt. Zunachst wurden die Zellen der malignen
Kulturlinie MCF-7 (ATCC® HTB-22™) getestet, welche laut Herstellerangaben Hormon-
rezeptoren (ER, PR) exprimieren. Diese Brustkrebs-Zelllinie stammt histologisch von
Adenokarzinomzellen einer 69-jahrigen Kaukasierin [7].

Im Vergleich dazu erfolgten die Versuche an der hormonrezeptor-negativen Tumorzelllinie
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™). Diese Zellen wurden urspriinglich aus dem Pleura-
erguss einer 51-jahrigen kaukasischen Frau mit metastasiertem Adenokarzinom isoliert
[8].

Beide Zellkulturen weisen Merkmale des Mamma-Epithels auf und sind aufgrund ihrer
relativ einfachen Kultivierung in der Krebsforschung etabliert [6].
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Abbildung 7:  Mikroskopische Betrachtung der humanen Mammakarzinomzelllinien MCF-7 (a)
mit sternférmiger Zellmorphologie und MDA-MB-231 (b) mit spindelférmigen Zellen
als Monolayer, 20x VergréRerung, der Maf3stab betragt 100 um.

3.3.2 Lagerung und Auftauen der Zellen

Vor Versuchsbeginn lagerten die Zellen mit einem DMSO-haltigen Einfriermedium in
flissigem Stickstoff bei -188 °C. DMSO dient als Frostschutzmittel, indem es die Bildung
von Eiskristallen innerhalb und aufierhalb der Zellen verhindert [66]. Das sukzessive
Auftauen geschah zunachst auf Eis und anschlieRend bei Raumtemperatur. Vor der
Nutzung der Zellen musste das bei Raumtemperatur zytotoxisch wirkende DMSO
mdglichst schnell ausgewaschen werden [70].

Fir die Eliminierung des DMSO wurden die Zellen in 10 ml DMEM-Medium (+ 10 % FKS)
in einem 50 ml-Réhrchen suspendiert, gevortext und fur 5 min bei 1000 U/min zentri-
fugiert. Nach AbgieRen des flissigen Uberstands erfolgte das Resuspendieren des
Pellets mit 6 ml frischem Zellkulturmedium. Die Zellsuspension wurde anschlief’end in
eine 25 cm? Zellkulturflasche tberfuhrt.
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3.3.3 Zellkulturmedium

Zur Kultivierung beider Mammakarzinomzelllinien wurde das Basismedium Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) mit zusatzlich Penicillin-Streptomycin (0,2 %) und
Amphotericin B (0,5 %) verwendet. Fetales Kalberserum (10 % FKS) diente als Zusatz zur
Bereitstellung von Proteinen und Wachstumsfaktoren [66]. Der Wechsel des
Nahrmediums erfolgte alle 2-3 Tage. Es wurde zur Vermeidung von Kontaminationen
ausschliel3lich unter keimfreien Bedingungen an einer Sterilbank gearbeitet.

3.3.4 Kulturbedingungen

Die Inkubation der Zellkulturen erfolgte unter sterilen physiologischen Bedingungen in
Zellkulturflaschen mit Bakterienfilter zum Gasaustausch bei 37 °C und 5 % CO,-
angereichterter sowie wasserdampfgesattigter Atmosphare im Brutschrank.

Die Kultivierung der Mammakarzinomzellen fand anfanglich in 25 cm? und 75 cm? -
Zellkulturflaschen statt. Ab dem Erreichen einer Konfluenz von 80 % wurden 175 cm?-
Zellkulturflaschen genutzt. Die verwendete Menge an Nahrmedium war dem Fassungs-
vermogen der Zellkulturflaschen angepasst (Tabelle 5).

Tabelle 5: Eingesetzte Volumina an Nahrmedium fur die Zellkultivierung

GrofBe der Zellkulturflasche Volumen an Nahrmedium
25 cm? 7-8ml

75 cm? 15 ml

175 cm? 25 ml

3.3.5 Passagieren der Zellen

RegelmaRig fand eine lichtmikroskopische Begutachtung der Zellentwicklung statt. Sobald
eine Konfluenz von 70 % - 90 % am Boden der Zellkulturflasche erreicht war, erfolgte die
Subkultivierung der Zellen. Zunachst wurde das verbrauchte Medium dekantiert und der
Zellrasen mit 10 ml sterilem PBS gesplilt. Letzte Riickstdnde des Mediums sowie vom
Boden abgeléste Zellbestandteile konnten dadurch entfernt werden. Im weiteren
Vorgehen wurde unter der Zugabe von 10 ml proteolytischer Trypsin-Lésung (1 ml
Trypsin-EDTA mit 9 ml PBS) und 5-minutiger Inkubation im Brutschrank die Adhasion der
Zellen am Flaschenboden aufgehoben. Langere Einwirkzeiten sollten vermieden werden,
da Trypsin eine irreversible Zellschadigung hervorrufen kann [66]. Nach der Uberpriifung
mittels Mikroskop folgte die Uberfiihrung der abgetrennten Zellen in ein 50 ml Réhrchen,
um anschlieBend den Vorgang der Trypsinierung mit der 1,5-fachen Menge an
Nahrmedium mit 10 % FKS abzustoppen. Die Zellsuspension wurde bei 1000 U/min fir
5 min zentrifugiert und der flissige Uberstand verworfen. Danach erfolgte die Resuspen-
sion des Zellpellets mit 10 ml frischem Medium und abschlieBendem Vortexen.
Entsprechend der Zellzahl wurde eine definierte Menge der Zellsuspension (3 - 7 ml) in
eine neue 175 cm?Zellkulturflasche (berfiihrt und mit DMEM-N&hrmedium auf ein
Endvolumen von insgesamt 25 ml aufgefullt.
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3.4Vorbereitung der Zelltests

3.4.1 Ermittlung der Lebendzellzahl

Fur die adaquate und vergleichbare Durchfihrung wurde vor jedem Zelltest die Anzahl
der lebenden Zellen mithilfe der Burker-Zahlkammer auf einer diinnen Glasplatte unter
dem Mikroskop bestimmt (Abbildung 8). Zur Anwendung kam der Azofarbstoff
Trypanblau, um tote von vitalen Zellen zu differenzieren. Trypanblau durchdringt nur
geschadigte Zellmembranen und bindet an zytosolische Proteine, welche unter dem
Lichtmikroskop blau erscheinen und von der Zahlung ausgeschlossen werden kdnnen.
Aufgrund einer zytotoxischen Wirkung des Trypanblaus bei langerer Inkubationszeit
wurde die Lebendzellzahlung sofort nach Zugabe des Farbstoffs durchgeflhrt [66, 147].
Hierfir wurden 20 ul verdinnte Zellsuspension, 360 pyl DMEM-Medium und 20 pl
Trypanblau-Lésung (0,4 %) mithilfe einer Pipette unter Vermeidung von Luftblasenbildung
vermischt (Verdinnungsfaktor 1:20) und je 20 ul dieser Suspension vorsichtig in die
beiden Zahlkammern einer Glasplatte gegeben. Die anschlieRende Zellauszahlung in je
25 Kleinstquadraten pro Kammer erfolgte bei 100-facher Vergrofierung am Mikroskop.

Abbildung 8: Das Liniennetz einer Blrker-Zahlkammer: 9 GroRquadrate mit je einer Seitenlange
von 1 mm werden einzeln jeweils in 16 Unterquadrate eingeteilt. Fur die
Bestimmung der Zellzahl werden pro Kammer insgesamt 25 dieser
Kleinstquadrate ausgezahlt [106].

Nach folgender Formel wurde die Lebendzellzahl / ml berechnet:
Zellzahl x VF x 10° = Gesamtanzahl der Zellen / ml
Zellzahl = aus 2 x 25 Kleinstquadraten
VF = Verdunnungsfaktor (entspricht hier der Zahl 10)
10* = Kammerfaktor (bei einem Volumen von 0,1 mm? eines Zellkammer-Quadrats)
Die Zellsuspension mit bekannter Zellzahl / ml wurde fur die weiteren Versuche mit dem

DMEM-Kulturmedium fir eine Aussaat auf einer 96-Well-Zellkultur-Testplatte auf die
festgelegte Endkonzentration von 300.000 Zellen / ml verdinnt.
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3.4.2 Herstellung der Testsubstanzen

Um eine Aussage Uber die Wirkung in Abhangigkeit von der Konzentration machen zu
kénnen, wurde eine Verdiinnungsreihe des Griintee-Extrakts angesetzt. Gewahlt wurden
die Verdinnungsstufen 10 %, 20 %, 50 % und 100 % als Wirkprofil des Extrakts. Dabei
diente eine 70 %-ige Ethanol-Losung als Verdunnungsmittel.

Das Ansetzen der Referenzen EGCG, Quercetin und Rutin mit ihren jeweiligen
Lésungsmitteln erfolgte nach den Angaben in Tabelle 6. Gewahlt wurden die Substanz-
Konzentrationen und Ld&sungsmittel in Anlehnung an eine Vorarbeit im UFK-
Forschungslabor, bei der verschiedene Konzentrationen von Grinem Tee und seine
Bestandteile an Brustkrebszelllinien getestet wurden und die als Grundlage fur diese
Arbeit dienen [113]. Es qilt zu beachten, dass sich die Konzentration der angesetzten
Substanzen durch die Gabe von 100 ul Zellsuspension unterscheidet von der
Endkonzentration in der Zellkultur (Verdlinnung 1:100). Angegeben werden im Folgenden
die Konzentrationen der angesetzten Testsubstanzen im Rohrchen.

Die kommerziell erworbenen Phytoestrogene lagen als Feststoffe vor und mussten
zunachst vollstandig in Lésung gebracht werden. Daflir wurde die entstandene
Suspension in einem Wasserbad erhitzt oder mittels eines Ultraschallbads homogenisiert.
Die Lagerung der Suspensionen erfolgte bei -80 °C im Tiefklhlschrank.

Nach dem Auftauen und vor der Verwendung erfolgte stets eine zusatzliche
Homogenisierung der Suspensionen mithilfe eines Vortexers.

Tabelle 6: Angaben fur die Herstellung der Referenz- und Kontrollsubstanzen

Wirkstoff Einwaage Losungsmittel Konzentration

EGCG 0,18 ¢ 10 ml Aqua dest. 18 pug / pl
0,01g 10 ml Aqua dest. 1 ug/ pl

Quercetin 0,0151 g 5 ml Ethanol 99 % / 5 m| DMSO 1,51 ug / pl
0,005 g 5 ml Ethanol 99 % / 5 ml DMSO 0,5 ug /

Rutin 0,0305¢ 5 ml Ethanol 99 % / 5 mI DMSO 3,05 ug /
0,01g 5 ml Ethanol 99 % / 5 mI DMSO 1ug/ul

Endoxifen 0,062 g 10 ml Ethanol 70 % 6,2 ug / ul
0,01g 10 ml Ethanol 70 % 1 ug/ pl

Estradiol 0,0027 g 1 ml Ethanol 70 % 0,000027 ug / pl
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3.5High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
3.5.1 Prinzip

Chromatografische Methoden stellen eine Moglichkeit fur die effektive Trennung von
Stoffgemischen und die Identifizierung ihrer Bestandteile dar. Fur diese Arbeit wurde
mithilfe der HPLC eine qualitative Analyse des Griintee-Extrakts durchgefiihrt mit dem
Ziel, die Flavonoide Epigallocatechingallat, Quercetin und Rutin nachzuweisen.

Das Prinzip der HPLC beruht auf der Verteilung der Probe zwischen zwei nicht
mischbaren Phasen als Resultat physikalischer Wechselwirkung und unterschiedlicher
Bewegung der Teilchen. Dabei wird die Probe in der mobilen Phase (Eluent) geldst und in
definierter Richtung Uber eine stationare Phase bewegt, die sich in einer Saule befindet.
Elution bezeichnet den Vorgang des Herauslésens der Stoffe aus der stationaren Phase.
In Abhangigkeit von der Polaritat der Teilchen wirken Trennmechanismen wie Adsorption
durch Van-der-Waals-Krafte, lonenaustausch und Verteilung [124]. Dies hat Mobilitats-
unterschiede und verschiedene Durchlaufzeiten (Retentionszeit) der einzelnen
Probenkomponenten zur Folge. In der Hochleistungsflissigkeitschromatografie wird
mithilfe pulsationsfreier Pumpen unter Druckaufbau und mit hoher Effizienz gearbeitet
[152].

3.5.2 Aufbau der HPLC-Anlage

Die Hauptbestandteile eines HPLC-Gerats umfassen den Eluentenvorrat, eine
Hochdruckpumpe, das Einspritzsystem sowie eine Trennsaule und den Detektor mit
Auswerteeinheit (Abbildung 9). Haufig erfolgt die Anwendung der Gradientenelution.
Dabei wird die Zusammensetzung des Eluenten wahrend eines Durchlaufs so verandert,
dass sich optimale Bedingungen fir eine Stofftrennung unter minimalem Zeitaufwand
einstellen [152]. Bei einem Druck von ca. 2 bis 20 MPa erfolgt die Beférderung der
mobilen Phase durch die Pumpe zum Einspritzsystem. Nach Injektion der Probe durch
eine Spritze durchlduft das Gemisch zunachst eine Vorsdule, um mdgliche
Probenkontaminationen zur Schonung der dahinter gelegenen Hauptsaule
zurtckzuhalten. Die Trennsaulen bestehen vorzugsweise aus Edelstahl [59]. Im Rahmen
dieser Arbeit findet die Umkehrphasenchromatografie Anwendung. Dabei wird fur die
stationare Phase als Tragermaterial Kieselgel verwendet, das mit C18-Alkylketten
modifiziert wurde und eine unpolare Oberflache bietet [124]. Als mobile Phase wird ein
polares Ldsemittel (z.B. Wasser, Methanol) eingesetzt. Im Trennvorgang erfolgt die
Elution der polaren vor den unpolaren Bestandteilen der Probe [152]. Am Saulenausgang
werden die einzelnen Probenkomponenten mit unterschiedlichen Retentionszeiten von
einem Detektor registriert und im Auswertesystem graphisch in Form eines
Chromatogramms dargestellt. Es bieten sich besonders UV-Detektoren an, welche die
Lichtabsorption des Eluenten am Saulenausgang messen [124]. Im Chromatogramm
entspricht die Anzahl der Signalpeaks auf der Zeitachse der Anzahl der aufgetrennten
Probenkomponenten. Die qualitative Information lasst sich ableiten aus der Messung der
Retentionszeit der Probe sowie einer gesondert gemessenen Standardsubstanz. Durch
den Vergleich der Chromatogramme erfolgen der Nachweis der An- oder Abwesenheit
eines Stoffes sowie dessen ldentifizierung in einer Probe [59].
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Abbildung 9:  Vereinfachtes Schema einer HPLC-Anlage zur Trennung von Stoffgemischen,
hauptsachlich bestehend aus dem Eluentenvorrat, einer Hochdruckpumpe, dem
Einspritzsystem sowie einer Trennsdule und dem Detektor mit einer
Auswerteeinheit [154].
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3.5.2 Messbedingungen und Vorgehensweise

In dieser Arbeit wurden die Messungen zum Nachweis der Inhaltsstoffe des Griintee-
Extrakts und der entsprechenden Referenzsubstanzen an einer Smartline-HPLC-Anlage
der Firma Knauer durchgeflihrt. Fur den Effekt der Gradientenelution kamen zwei mobile
Phasen zum Einsatz. Das Laufmittel A (500 ml) bestand aus 450 ml DMSO und 50 ml
Aqua destillata. Das Laufmittel B (1000 ml) wurde aus 900 ml Aqua destillata und 100 mi
Methanol hergestellt. Bei einer Flussrate von 1 ml/min lag die Temperatur konstant bei
30 °C. Verwendet wurde eine C18-Saule, bei der Kieselgel mit C18-Alkylketten modifiziert
ist. Als zu testende Referenzen wurden die kommerziell erworbenen Phytoestrogene
EGCG, Quercetin und Rutin vor Messbeginn als Suspension angesetzt und im
TiefkUhlschrank gelagert (Abschnitt 3.4.2).

Durchfiihrung des Messvorgangs an einer HPLC-Anlage:

1) Auftauen und Vortexen der Referenzen Quercetin, Rutin, EGCG.

2) Anschalten der HPLC-Anlage, Spulen der Schlauche (Luftblasen eliminieren).

3) Erster Durchlauf als Blank-Messung zur Reinigung der Saule.

4) Starten der Analyse (Laufzeit: 40 min), Aufziehen und Aufgabe der Probe mit
Injektionsspritze (20 pl).

5) Messung der UV-Absorptionen durch UV-Detektor (Wellenlange 245 nm).

6) Auswertung / Speicherung der Daten mithilfe der Software Clarity Chrom.

Insgesamt erfolgten fir jede Probe mindestens drei Messungen.
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3.6 Immunhistochemie

Durch gezielte immunhistochemische Reaktionen lassen sich Ruckschlisse auf die
Hormonrezeptor-Expression einer Zelllinie ziehen. Die kultivierten MCF-7-Zellen
synthetisieren den Ostrogenrezeptor in zwei Isoformen (ERa und ERB) sowie den
Progesteronrezeptor, wahrend MDA-MB-231-Zellen durch einen negativen Hormon-
rezeptorstatus charakterisiert sind [6-8, 150, 156].

Das Nachweisprinzip beruht auf der Visualisierung der Rezeptoren im Zuge einer
indirekten Antikdrperreaktion. Eingesetzt wird zunachst ein antigenspezifischer Antikérper,
der an das gewinschte Rezeptorprotein bindet. Im nachsten Schritt verursachen die
Zugabe eines enzymgekoppelten Sekundarantikdrpers sowie einer Substratldsung an
dem entstandenen Antigen-Antikérper-Komplex eine Reaktion mit lokaler Aktivierung
eines Farbstoffes, der den Rezeptor unter dem Lichtmikroskop rotbraun markiert [69].
Verwendung findet bei dieser Arbeit der Testansatz ImmPress® HRP Universal Antibody
Polymer Detection Kit“ (Fa. Vector Laboratories, Burlingame USA), der monoklonale IgG-
AK des Kaninchens (ERa und PR) und der Maus (ERB) sowie das Enzym Peroxidase
enthalt [171]. Als Negativkontrolle wurde ein Leerwert jeder Zelllinie mitgeftihrt.

Durchfiihrung der Immunhistochemie:

1. Zellaussaat auf eine 24-Well-Platte (300 ul Zellsuspension/Well bei einer Konzen-
tration von 3 x 10° Zellen/ml Medium), anschlie®end Inkubation im Brutschrank fir
24 h (37 °C, 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare).

Abpipettieren des Mediums und dreifaches Waschen mit PBS (300 pl / Well).

Zugabe von Formafix 4 % (300 pl / Well), Inkubation bei RT flr 30 min.

Entfernen des Formafix und dreifaches Waschen mit PBS (300 ul / Well).

Zugabe von leitungswasserverdunntem H,O, 0,3 % (300 pl / Well) zur Inaktivie-

rung endogener Peroxidasen, Inkubation bei RT flir 30 min.

Entfernen des H,O, und zweifaches Waschen mit PBS (300 pl / Well) mit 5-

minatiger Einwirkung und unter leichtem Schwenken der Platte.

7. Zugabe von je 4 Tropfen Horse-Serum 2,5 % (£ 200 pl / Well) zur Hemmung
unspezifischer Proteininteraktionen, Inkubation bei RT fir 20 min.

8. Entfernen des Horse-Serums mit Ausnahme der Negativkontrolle, Zugabe der
entsprechend mit PBS-verdiinnten Primar-AK-Losungen (200 pl / Well):
Anti-ERa-AK (Verdiinnung 1:200), Anti-ERB-AK (1:40), Anti-PR (1:200),

Inkubation im Kuhlschrank bei 8 °C fir 24 h.

9. Abpipettieren der AK-Ldsung und dreifaches Waschen mit PBS (300 ul / Well).

10. Zugabe von je 4 Tropfen (£ 200 pl / Well) ImmPRESS- Universal Anti-
Mouse/Rabbit-Antikdrper (peroxidasegekoppelter, sekundarer AK),

Inkubation bei RT fir 30 min.

11. Abpipettieren der AK-L6sung und dreifaches Waschen mit PBS (300 pl / Well).

12. Zugabe von je 4 Tropfen (£ 200 pl / Well) LinRed-Lésung als Peroxidase-
Substrat, Inkubation 5-10 min im Dunkeln (Reaktion beobachten)

13. Entfernen der LinRed-Lésung und Abstoppen der Farbreaktion mit
Leitungswasser (300 ul / Well).

14. Mikroskopische Beurteilung und Dokumentation des Farbeergebnisses.

aprOwODN

&

36



Material und Methoden

3.7 In-vitro-Zelltests

In dieser Arbeit wurde das Wachstumsverhalten zweier Mammakarzinomzelllinien unter
der Einwirkung eines Gruntee-Extraktes und synthetisch hergestellter Flavonoide sowie
von Kombinationen dieser Substanzen mit Endoxifen unter kinstlichen Bedingungen
untersucht. Mithilfe der in diesem Abschnitt beschriebenen Assays fand die Analyse der
Viabilitét, Zytotoxizitat und Proliferation sowie die Uberpriifung des Metabolismus der
Zellen statt. Im UFK-Forschungslabor wurde fur die Zellaussaat im Rahmen der Testkits
eine Standardkonzentration von 300.000 Zellen / ml Medium pro Well definiert. Vor
Applikation der Testsubstanzen wurden die Zellen zum Anwachsen am Boden der
Wellplatten fir 24 h im Brutschrank bei 37 °C und in 5 % CO,-angereicherter und wasser-
dampfgesattigter Atmosphare inkubiert.

3.7.1 CellTiter-Glo®-Zellviabilitatstest

Dieser Test dient der auf Biolumineszenz basierenden Bestimmung des in metabolisch
aktiven Zellen generierten ATPs, um die Anzahl lebender Zellen in einer Zellkultur
beurteilen zu koénnen. In der daflr erforderlichen chemischen Reaktion werden
lumineszierende Signale detektiert und quantifiziert.

Dieses Assay verwendet ein CellTiter-Glo® -Reagenz, das sowohl das Substrat Luciferin
als auch eine thermostabile, rekombinante Luciferase enthalt. Dieses Enzym stammt
urspriinglich von der amerkanischen Glihwirmchen-Art Photuris pennsylvanica ab und
katalysiert in Abhangigkeit von Mg®“lonen und molekularem O, die Reaktion des
Luciferins zum lumineszierenden Reaktionsprodukt Oxyluciferin (Abbildung 10).
Voraussetzung fur die Umsetzung des Substrats ist ATP, das bei Zugabe des CellTiter-
Glo®-Reagenz auf die Zellkultur durch direkt stattfindende Zelllyse aus vorher
funktionsfahigen Zellen freigesetzt wird und die nétige Energie fur den Reaktionsablauf
zur Verfugung stellt.

Ebenfalls bei der Zelllyse entbundene ATP-asen, die durch Eingriff in den ATP-
Stoffwechsel Storfaktoren fur den Test darstellen, werden gleichzeitig durch die
Luciferase gehemmt. Die Starke des erzeugten, luminieszierenden Signals wird mit einem
Lumineszenz-Reader gemessen und korreliert mit der Menge des vorhandenen ATP
[133].

Durchfiihrung des CellTiter-Glo®:

1) Zellaussaat auf eine 96-Well-Platte (100 pl Zellsuspension/Well bei einer
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml Medium), anschlieBend Inkubation im Brut-
schrank fir 24 h (37 °C; 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare).

2) Zugabe der Testsubstanzen (in toto 1 pl / Well),

- Gruntee-Extrakt (in den Verdiunnungsstufen 100 %, 50 %, 20 %, 10 %).

- Referenzsubstanzen EGCG, Quercetin, Rutin und Kontrollsubstanzen
Estradiol und Endoxifen in jeweils zwei Konzentrationen (Tabelle 6).

- Kombinationen des Extrakts / der Referenzsubstanzen in den verschiedenen
Konzentrationen je mit Endoxifen in zwei Konzentrationen (je 0,5 pl / Well).

Inkubation fiir 24 h im Brutschrank.
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3) Vermischen des CellTiter-Glo®-Puffers mit dem CellTiter-Glo®-Substrat.

4) Zugabe dieses CellTiter Glo®-Reagenz auf die Well-Platten (100 pl / Well),
Vermischen mithilfe Plattenschittlers fur 2 min (Zell-Lyse),
Inkubation fur 30 min bei RT.

5) Umpipettieren der Well-Inhalte ohne Luftblasen unter deckungsgleicher
Anordnung in weil3e, lichtundurchlassige 96-Well-Platten zur Messung der
Lumineszenz mit dem GloMax®-Luminometer.

Ultra-Glo™ Recombinant

. _ o-
HO s N ]/ COOH Luciferase o s N ]/
E 1 N; <S +ATP+0, Mg2* E IN s +AMP+PP.+CO,+Light
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 10:  Stattfindende Luciferase-Reaktion im CellTiter-Glo®-Assay mit der Umsetzung
von Luciferin zu dem lumineszierenden Reaktionsprodukt Oxyluciferin [133].

3.7.2 CytoTox-Glo™-Zytotoxizititstest

Dieser Lumineszenz-Assay bietet die Moglichkeit, durch die Aktivitdtsmessung einer
Protease die Anzahl toter Zellen in Zellkulturen zu bestimmen. Die Dead-Cell-Protease
tritt bei geschadigter Zellmembran aus dem Zellinnern aus. Im Rahmen des Tests wird
durch Zugabe eines AAF-Glo-Reagenz eine Reaktionskette ausgeldst. Ein im Reagenz
enthaltenes AAF-Glo-Substrat wird von der Dead-Cell-Protease unter Entstehung von
Aminoluciferin gespalten. Eine ebenfalls im Test-Reagenz befindliche, hitzebestandige
Ultra-Glo-Luciferase setzt im weiteren Schritt das Aminoluciferin um. Dabei wird Licht
ausgesendet, das mittels Luminometers als Signal gemessen wird. Proportional zum
ausgestrahlten Licht ist die Menge der in der Zellkultur ausgetretenen Dead-Cell-
Protease, woraus sich die Anzahl avitaler Zellen ableiten lasst (Step 1).

In einem zweiten Schritt erfolgt die quantitative Ermittlung der Gesamtzellzahl des
Testansatzes. Dazu wird nach Zugabe eines Lyse-Reagenz und dem daraus
resultierenden Absterben aller Zellen die totale Lumineszenz gemessen (Step 2). Optional
kann nun durch Subtraktion des gemessenen primaren von dem totalen Lumineszenz-
Wert die Anzahl der sich im Testansatz befindenden lebenden Zellen hergeleitet werden
[134].

Formel zur Berechnung der Zellviabilitat im Testansatz:

Lumineszenz viabler Zellen = Totale Lumineszenz — Lumineszenz toter Zellen
(Step 2) (Step 1)
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Durchfilhrung des CytoTox-Glo™:

1) Zellaussaat auf eine 96-Well-Platte (100 pl Zellsuspension/Well bei einer
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml Medium), anschliefiend Inkubation im Brut-
schrank fir 24 h (37 °C; 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare).

2) Zugabe der Testsubstanzen (in toto 1 ul / Well),

- Grilntee-Extrakt (in den Verdinnungsstufen 100 %, 50 %, 20 %, 10 %)

- Referenzsubstanzen EGCG, Quercetin, Rutin und Kontrollsubstanzen
Estradiol und Endoxifen in jeweils zwei Konzentrationen (Tabelle 6).

- Kombinationen des Extrakts / der Referenzsubstanzen in den verschiedenen
Konzentrationen jeweils mit Endoxifen in zwei Konzentrationen (je 0,5 pl /
Well).

Inkubation fur 24 h im Brutschrank.

3) Vermischen des CytoTox-Glo™-Puffers mit dem AAF-Glo™-Substrat.

4) Zugabe dieses CytoTox-Glo™-Reagenz auf die Well-Platten (50 ul / Well),
Vermischen mithilfe eines Plattenschittlers fir 2 min, Inkubation fir 15 min bei RT.

5) Umpipettieren der Well-Inhalte ohne Luftblasen unter deckungsgleicher An-
ordnung in neue weilde, lichtundurchlassige 96-Well-Platten zur Messung der
Lumineszenz mit dem GloMax®-Luminometer (Step 1), anschlielRendes Pipet-
tieren der Well-Inhalte zuriick in die anfangs genutzten 96-Well-Platten.

6) Vermischen von 33 pl Digitonin und 5 ml Puffer (Herstellung Lyse-Reagenz).

7) Zugabe dieses Lyse-Reagenz auf die Well-Platten (50 ul / Well),

Vermischen mithilfe Plattenschuttlers fiir 2 min, Inkubation fiir 15 min bei RT.

8) Umpipettieren der Well-Inhalte ohne Luftblasen unter deckungsgleicher An-
ordnung in neue weilde, lichtundurchlassige 96-Well-Platten zur Messung der
Lumineszenz mit dem GloMax®-Luminometer (Step 2).

3.7.3 BrdU-Immunoassay

Dieses kolorimetrische Verfahren wird flr die Bestimmung der Proliferation vitaler Zellen
in-vitro verwendet und basiert auf dem ersatzweisen Einbau des zugegebenen Pyrimidin-
Analogons 5-Bromo-2’-desoxyuridin (BrdU) anstelle von Thymidin in die DNA der Zellen
(Abbildung 11). Nach einer Inkubationszeit wird die neusynthetisierte, modifizierte DNA
mithilfe von FixDenat aufgebrochen und auf diese Weise fir den zugefugten
monoklonalen Antikérper (Anti-BrdU-POD-Ak) zuganglich gemacht, welcher direkt an das
freigelegte BrdU bindet. Eine an dem entstandenen Antikorper-Komplex haftende
Peroxidase ruft im nachsten Schritt unter Zugabe des Substrats Tetramethylbenzidin
(TMB) reaktiv einen blauen Farbumschlag hervor. Ein ELISA-Reader detektiert
spektrophotometrisch bei entsprechender Wellenlange die Farbreaktionsintensitat der
Zellproben. Die Starke des gemessenen Signals korreliert mit der Menge neu gebildeter
Komplexe an der modifizieten DNA und dient als Mall fur eine stattfindende
Zellproliferation. Die Testdurchflihrung basiert auf der Anleitung der Firma Roche [140].
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Durchfiihrung des BrdU-Immunoassay:

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)
9)

HO

Zellaussaat auf eine 96-Well-Platte (100 pl Zellsuspension/Well bei einer
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml Medium), anschlieliend Inkubation im
Brutschrank fir 24 h (37 °C; 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare).
Zugabe der Testsubstanzen (in toto 1 pl / Well),

- Grlntee-Extrakt (in den Verdinnungsstufen 100 %, 50 %, 20 %, 10 %).

- Referenzsubstanzen EGCG, Quercetin, Rutin und Kontrollsubstanzen
Estradiol und Endoxifen in jeweils zwei Konzentrationen (Tabelle 6).

- Kombinationen des Extrakts / der Referenzsubstanzen in den verschiedenen
Konzentrationen jeweils mit Endoxifen in zwei Konzentrationen (je 0,5 pl /
Well).

Inkubation fur 24 h im Brutschrank.

Zugabe von BrdU-Reagenz (10 ul / Well), Inkubation flr 3 h im Brutschrank.

Entfernen des Zellliberstands, Zugabe von FixDenat (200 ul /Well),

Inkubation fir 30 min bei RT.

Entfernen des FixDenat, Zugabe von Anti-BrdU-POD-Lésung (100 pl /Well),

(Herstellung der Arbeitslésung durch Lésen des Ak in 1,1 ml Aqua bidest. und

Verdunnen mit Antibody-Dilution-Solution im Verhaltnis 1:100),

Inkubation fur 60 min bei RT.

Entfernen der Anti-BrdU-POD-Ldsung, Herstellung Waschsolution durch Mischen

von Waschpuffer und Aqua bidest. (im Verhaltnis 1:10) und dreifaches Spulen der

Wells (200 pl / Well) mit Waschlésung.

Entfernen der Waschlésung durch leichtes Ausklopfen der Platten,

Zugabe von TMB-Substratlésung (100 ul /Well), Inkubation fir 10 min bei RT.

Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 M H,SO,4 (25 ul / Well).

Messung der Absorption mit ELISA-Reader (bei 450 nm, Referenz 620 nm).

o] 0
H,C Br
NH | NH
¢ HO Ao
O o]
OH OH
Thymidine 5'-bromo-2‘-deoxyuridine (BrdU)

Abbildung 11:  Ahnliche Strukturformel der Nucleosid - Molekiile. Die Methylgruppe am 5 -Ende

des Thymidins wird beim BrdU (5-Bromo-2'-desoxyuridin) ersetzt durch das
Halogen Brom. Das Prinzip des BrdU-Tests basiert auf dem ersatzweisen Ein-
bau des zugegebenen Pyrimidin-Analogons BrdU anstelle von Thymidin in die
DNA der Zellen [14].
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3.8 Stoffwechselanalyse (Bestimmung Glukose-, Laktat- und pH-Wert)

Tumorzellen sind im Vergleich zu nicht-malignen Zellen gekennzeichnet durch einen
veranderten Stoffwechsel mit erhohtem Energiebedarf aufgrund des progressiven
Wachstums. Besonders der Glukoseabbau dient zur Gewinnung von Energie. Eine
Besonderheit im Tumorgewebe wird durch den sogenannten ,Warburg-Effekt”
beschrieben: In Tumorzellen ist vermehrt die Glykolyse mit Bildung und Anreicherung von
Laktat auch bei guter Sauerstoffversorgung zu beobachten, anstelle des im
Normalgewebe nachweisbaren oxidativen Glukosestoffwechsels mit Einschleusung des
entstehenden Pyruvats in den Citratzyklus zur effektiven ATP-Generierung. Die Erhéhung
des Laktatwertes infolge der nicht-oxidativen Glykolyse bei Tumorzellen geht einher mit
einer resultierenden pH-Wert-Erniedrigung im Gewebe. Auch Veranderungen in den
Umgebungsbedingungen von Zellen beeinflussen die Stoffwechsellage [9, 69, 77].

Zur Uberpriifung des Metabolismus der beiden in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien
wurde nach Inkubation mit den dafir vorgesehenen Stimulantien der Glukose- und
Laktatgehalt im zentrifugierten Uberstand des Testansatzes vollautomatisch mithilfe eines
Biosensors (Biosen 5140 der Firma EKF-Diagnostic) bestimmt. Das Messprinzip basiert
auf der enzymatischen Oxidation von 3-D Glukose / L-Laktat zu Gluconsaure / Pyruvat
und Wasserstoffperoxid (H.O,). Letzteres wird Uber eine sich im Gerat befindende
Elektrode registriert und in Form eines generierten Stromflusses weitergegeben. Das
aufgezeichnete Stromsignal ist proportional zur vorhandenen Glukose- bzw.
Laktatkonzentration in der Probe [48]. Erniedrigte extrazellulare Glukosewerte deuten auf
eine stattgefundene Glykolyse in den Tumorzellen hin. Die pH-Messwerte in den
einzelnen Zelliberstanden wurden mithilfe einer Glaselektrode ermittelt, die vor jeder
Messreihe kalibriert wurde.

Durchfiihrung der Stoffwechselanalyse:

1) Zellaussaat auf eine 96-Well-Platte (100 pl Zellsuspension/Well bei einer
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml Medium); anschlieBend Inkubation im
Brutschrank fiir 24 h (37 °C; 5 % CO, in wasserdampfgesattigter Atmosphare).

2) Zugabe der Testsubstanzen (in toto 1 yl / Well), jeweils Dreifachbestimmung
- Grintee-Extrakt (in den Verdinnungsstufen 100 %, 50 %, 20 %, 10 %).

- Referenzsubstanzen EGCG, Quercetin, Rutin und Kontrollsubstanzen
Estradiol und Endoxifen in jeweils zwei Konzentrationen (Tabelle 6).

- Kombinationen des Extrakts / der Referenzsubstanzen in den verschiedenen
Konzentrationen jeweils mit Endoxifen in zwei Konzentrationen (je 0,5 pl /
Well). Inkubation flr 24 h im Brutschrank.

3) Zusammenfihren der Zelluberstédnde einer Proben-Dreifachbestimmung

4) Entnahme von je 20 pl des Uberstands einer Probe und Uberfihrung in
Eppendorf-Tube mit enthaltener Reaktionslésung (1 ml).

5) Messung des Glukose- und Laktatgehalts mithilfe eines Biosensors (Biosen 5140)
im zentrifugierten Uberstand.

6) Messung des pH-Werts im restlichen/extrazellularen Uberstand mithilfe einer pH-
Glaselektrode.
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3.9 Statistische Auswertung

Die Untersuchungen zur Messung der Zellviabilitat (CellTiter-Glo®-Test), Zytotoxizitét
(CytoTox-Glo™-Test) sowie der Zellproliferation (BrdU-Immunoassay) wurden pro
Versuch jeweils dreimal an den Zelllinien MCF-7- und MDA-MB-231 durchgefuhrt. Pro
Ansatz erfolgte eine Dreifachbestimmung, aus der jeweils ein Mittelwert errechnet wurde.
Zusatzlich wurden auch alle Ansatze mit Zellen in reinem Medium untersucht und
gemessen. Diese Werte wurden von den obigen Mittelwerten subtrahiert, der reine
Mediumwert auf Zellen bestimmt, der von den Mittelwerten subtrahiert wurde, um
Beeinflussungen durch das Nahrmedium auszuschlie®en. Die errechneten Mittelwerte
wurden ins Verhaltnis zur Negativkontrolle gesetzt, welche sich fir die einzelnen
Testsubstanzen aus den Werten der jeweils verwendeten Losungsmittel in Zellsuspension
zusammensetzte (Tabelle 6) und als MalR fur 100 % Zellviabilitdt diente. In den
Diagrammen wurden die Mittelwerte der getesteten Substanzen somit in Prozent der
Negativkontrolle mit ensprechender Standardabweichung dargestellt. Nach Ricksprache
mit dem Institut fir Biostatistik der Universitat Rostock erfolgte die Berechnung der
statistischen Signifikanz der Testergebnisse mit dem t-Test mit Microsoft Office Excel
2010. Dabei wurden signifikante Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
Testsubstanzen und der Negativkontrolle im t-Test berechnet. Das Signifikanzniveau
wurde auf 5 % festgelegt (p < 0,05).

3.10 Gerate, Materialien und Chemikalien

Nachfolgend werden in tabellarischer Form die fur die Zellkultur und fur die
experimentellen Untersuchungen sowie fur die deren Vor - und Nachbereitung genutzten
Materialien, Chemikalien und Gerate aufgelistet, welche flr das Anfertigen dieser
Forschungsarbeit erforderlich waren.

3.10.1 Liste der verbrauchten Materialien

Bezeichnung Hersteller, Land / Stadt

Einweghandschuhe Vasco® Nitril blue B. Braun Melsungen AG,
Deutschland/Melsungen

Einwegspritze (10 ml) Discardit 2 Becton Dickinson GmbH,
Deutschland/Heidelberg

Pipetten Eppendorf Research (0,5 pl - 10 pl) Eppendorf GmbH,
Deutschland/Wesseling Berzdorf

Pipetten Eppendorf Research (10 ul - 100 ul) Eppendorf GmbH,
Deutschland/Wesseling Berzdorf

Pipetten Eppendorf Research (20 pl - 200 pl) Eppendorf GmbH,
Deutschland/Wesseling Berzdorf

Pipetten Eppendorf Research (100 pl - 1000 pl) | Eppendorf GmbH,
Deutschland/Wesseling Berzdorf
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Pipetten Eppendorf Research (500 pl - 5000 pl)

Eppendorf GmbH,
Deutschland/Wesseling Berzdorf

Pipettenspitzen 10 pl (farblos)

Sarstedt AG & Co. KG,
Deutschland/NUmbrecht

Pipettenspitzen 200 pl Ultratip

Greiner bio-one GmbH,
Deutschland/Frickenhausen

Pipettenspitzen 1000 pl

Sarstedt AG & Co. KG,
Deutschland/NUmbrecht

Pipettenspitzen 5000 pl

Kisker Biotech GmbH & Co. KG,
Deutschland/Steinfurt

Pipettierhilfe Pipetus®

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.

KG, Deutschland/Eberstadt

Serologische Pipetten
(2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Greiner bio-one GmbH, Deutschland
(Frickenhausen)

Filter (Porengrofie 0,45 um)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

Burker-Zahlkammer

Poly-Optik GmbH, Deutschland/Bad
Blankenburg

HPLC - Injektionsspritze 100 pl

KNAUER Wissenschaftliche Gerate
GmbH, Deutschland/Berlin

Reaktionsgefalie 1,5 ml; 2ml

Greiner bio-one GmbH,
Deutschland/Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen 15 ml

TPP Techno Plastic Products AG,
Schweiz/Trasadingen

Zentrifugenréhrchen 50 ml CELLSTAR®

Greiner bio-one GmbH,
Deutschland/Frickenhausen

Zellkulturplatte (24 Wells)

TPP Techno Plastic Products AG,
Schweiz/Trasadingen

Zellkulturplatte (96 Wells)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

Parafim® PM-992

Bemis Company, Inc., USA/Neenah

Glasflaschen 500 ml, 1000 ml

SCHOTT AG, Deutschland/Mainz

Mikrowellenreagenzglas

CEM GmbH, Deutschland/ Kamp-Lintfort

Glucose Standard Cups

CARE diagnostica, Deutschland

Messzylinder 250 ml, 500 ml

wasserfester Stift

Metallspatel

Ruahrfisch

Becherglaser

Pasteurpipetten

Rohrchenstander
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3.10.2 Liste der verwendeten Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller, Land / Stadt

Handdesinfektion Sterilium ® Classic pure

BODE Chemie GmbH,
Deutschland/Hamburg

Flachendesinfektion Bacillol® AF

BODE Chemie GmbH,
Deutschland/Hamburg

Ethanol 99 %

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

Ethanol 70 %

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

Methanol

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

Estradiol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland/Minchen

Epigallocatechingallat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland/Miinchen

Quercetin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland/Minchen

Rutin Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland/Miinchen

Endoxifen Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deutschland/Munchen

Grliner Tee Bancha, lose Teeblatter

J.T. Ronnefeldt KG, China

DMEM-FM-58-L

c.c. Pro GmbH, Deutschland/Oberdorla

Fetales Kalberserum 500 ml

c.c. Pro GmbH, Deutschland/Oberdorla

Amphotericin B

c.c. Pro GmbH, Deutschland/Oberdorla

Penicillin-Streptomycin

PAN-Biotech GmbH,
Deutschland/Aidenbach

Trypsin-EDTA 10x

c.c. Pro GmbH, Deutschland/Oberdorla

Trypanblau Lésung (0,4 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deutschland/Minchen

Formafix 4% gepuffert

Grimm MED Recycling GmbH,
Deutschland/Torgelow

Wasserstoffperoxid 5%

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe

LinRed IHC (HRP-Substrat) REF: E201UK

LINARIS Biologische Produkte GmbH,
Deutschland/Dossenheim

PBS Carl Roth GmbH & Co. KG,
Deutschland/Karlsruhe
Aqua dest. Eigenherstellung

44




Material und Methoden

Antikorper

Anti-a-ER-Antikorper (orb178430)

Biorbyt, GroRbritannien/Cambridge

Anti-B-ER-Antikdrper (GTX47720)

GeneTex, Inc., USA/lrvine

Anti-PR-Antikorper (orb178489)

Biorbyt, Gro3britannien/Cambridge

Test - Kits

IMMPRESS™ HRP Universal Antibody (Anti-
Mouse IgG/Anti-Rabbit IgG, Peroxidase)
Polymer Detection Kit, made in Horse (MP-

7500)

Vector Laboratories, USA/Burlingame

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay | Promega, USA/ Madison

CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay

Promega, USA/ Madison

Cell Proliferation ELISA, BrdU (colometric)

Roche GmbH, Schweiz / Basel

3.10.3 Liste der verwendeten Gerate

Geratebezeichnung

Hersteller, Land / Stadt

Waage BA610 Basic

Sartorius AG Géttingen, Deutschland

Feinwaage Sartorius BP210 S-OCE

Sartorius AG Géttingen, Deutschland

Vortexer Heidolph Reax2000

Heidolph Instruments GmbH,
Deutschland/Schwabach

Vortex-Genie ®1 Touchmixer

Scientific Industries, Inc., USA/Bohemia

Zentrifuge Hettich Universal 320R

Hettich Zentrifuge, Deutschland/Tuttlingen

Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico

Heraeus Instruments, Deutschland/Hanau

Zentrifuge Galaxy MiniStar

VWR International, USA/Radnor

Labormikrowelle CEM Discover SP

CEM GmbH, Deutschland/ Kamp-Lintfort

Ultraschallbad Emmi®-H22 2,2I

Emag AG, Deutschland/ Mérfelden-Walldorf

Rotationsverdampfer Eppendorf
Concentrator 5301

Eppendorf GmbH, Deutschland/Wesseling-
Berzdorf

Inkubator Heraeus Function Line BB16

Heraeus Instruments, Deutschland/Hanau

Gefrierschrank (-80°C) Herafreeze
HFU586 PLUS-V14

Heraeus Instruments, Deutschland/Hanau

Kuhlschrank Liebherr Premium

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Deutschland/Biberach an der Rif3

Gefrierschrank (-20°C) Premium

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Deutschland/Biberach an der Rif3

Stickstoffbehalter (-188°C)
Cryostorage System K Series

tec-lab GmbH, Deutschland/Taunusstein

Stickstoff-Tank

tec-lab GmbH, Deutschland/Taunusstein
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harsco cryogenic products

Eismaschine AF80

Scotsman Ice, Italy/Mailand

Sterilbank Heraeus Herasafe HS12

Heraeus Instruments, Deutschland/Hanau

Schuttler TPM-2

Sarstedt AG & Co. KG,
Deutschland/NUmbrecht

Schiuttler RM5

Karl Hecht GmbH & Co. KG,
Deutschland/Sondheim vor der Rhon

Mikroskop Axiovert 40C

Carl Zeiss AG, Deutschland/Oberkochen

Mikroskop AxioStar Plus

Carl Zeiss AG, Deutschland/Oberkochen

Mikroskop-Kamera Axio Cam MRC

Carl Zeiss AG, Deutschland/Oberkochen

ELISA-Photometer BioRad Modell 680

BioRad Laboratories GmbH,
Deutschland/Miinchen

pH-Messelektrode Orion ROSS

Thermo Fisher Scientific Inc., USA/Waltham

pH-Benchtop Orion 3 Star

Thermo Fisher Scientific Inc., USA/Waltham

Multipipette Plus

Eppendorf, Deutschland

Glucoseautomat Biosen 5140

EKF — Diagnostic, Deutschland

Handmorser

HPLC-Anlage

Smartline Manager 5000

KNAUER Wissenschaftliche Gerate GmbH,
Deutschland/Berlin

Smartline Pump 1000

KNAUER Wissenschaftliche Gerate GmbH,
Deutschland/Berlin

Smartline UV Detector

KNAUER Wissenschaftliche Gerate GmbH,
Deutschland/Berlin

ClarityChrom Chromatografie Software

KNAUER Wissenschaftliche Gerate GmbH,
Deutschland/Berlin

Column- Thermostat Jetstream 2 Plus

KNAUER Wissenschaftliche Gerate GmbH,
Deutschland/Berlin

C18-Saule Eurospher 100-5 C18, Vertex
Plus Column 250 x 4 mm

KNAUER Wissenschaftliche Gerate GmbH,
Deutschland/Berlin
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4 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit prasentiert,
welche die HPLC-Analyse des Griintee-Extrakts, die immunhistochemische Charak-
terisierung der untersuchten Zelllinien sowie die Zelltests fur Zellviabilitat und -proliferation
und die Stoffwechselanalyse der Brustkrebszellen umfassen.

4.1 HPLC-Analyse

Mithilfe der HPLC-Analyse wurde die Zusammensetzung des hergestellten Griintee-
Extrakts geprift, wobei der Fokus auf dem Nachweis der Inhaltsstoffe Epigallo-
catechingallat (EGCG), Quercetin und Rutin lag.

In jeweils drei Messdurchldufen unter gleichbleibenden Bedingungen erfolgte die
Untersuchung des Grintee-Extrakts sowie der kommerziell erworbenen Reinstoffe
EGCG, Quercetin und Rutin, welche als Referenzsubstanzen fir die qualitative Analyse
dienten. Durch die wiederholten Durchlaufe wurde eine Reproduzierbarkeit der einzelnen
Ergebnisse sichergestellt. Das Chromatogramm bildet auf der Horizontalen den
Zeitverlauf [min] und auf der vertikalen Achse die UV-Absorption [AU] ab.

411 Chromatogramm des Griintee-Extrakts

In der grafischen Darstellung der Grintee-Extrakt-Analyse (Abbildung 12) lassen sich
mehrere Peaks erkennen, welche die aufgetrennten Probenkomponenten des
Stoffgemischs mit jeweils charakteristischer Retentionszeit abbilden. Das Messen der
Retentionszeit eines Stoffes erfolgt im Chromatogramm an der entsprechenden
Peakspitze [154].
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Abbildung 12:  Chromatogramm des Griintee-Extrakts (griine Kurve). Auf den Achsen ist die
UV-Absorption [AU] gegen die Zeit [min] aufgetragen.
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4.1.2 Vergleich mit den Referenzsubstanzen EGCG, Quercetin, Rutin

Zur Visualisierung und Differenzierung der einzelnen Komponenten zeigen die folgenden
Abbildungen (bereinandergelegte Chromatogramme. Fir eine qualitative Aussage zu
bestimmten Inhaltsstoffen des Grinen Tees kdnnen so die als Standard dienenden
Graphen der Reinsubstanzen hinsichtlich der charakteristischen Retentionszeiten mit dem
Kurvenverlauf des Grintee-Extrakts verglichen werden. Zwei Ubereinanderliegende
Signalpeaks entsprechen einer identischen Durchlaufzeit und damit dem Nachweis eines
definierten Stoffes.

In dem Grintee-Extrakt konnten mithilfe der durchgefiihrten HPLC-Analyse die Stoffe
EGCG, Quercetin und Rutin als vorkommende Inhaltsstoffe nachgewiesen werden. Die
gemessenen Retentionszeiten liegen fir EGCG bei 21,0 min, fir Quercetin bei 27,7 min
und fur Rutin bei 24,7 min (Abbildungen 13 - 15).
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Abbildung 13:  Vergleich des Chromatogramms des Grintee-Extrakts (griine Kurve) mit dem
Chromatogramm der Referenzsubstanz EGCG (violette Kurve). Aufgetragen ist
die UV-Absorption [AU] gegen die Zeit [min]. Die Retentionszeit fur EGCG
betragt 21,0 min nach Injektion.
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Abbildung 14: Vergleich des Chromatogramms des Griintee-Extrakts (griine Kurve) mit dem
Chromatogramm der Referenzsubstanz Quercetin (blaue Kurve). Aufgetragen
ist die UV-Absorption [AU] gegen die Zeit [min]. Die Retentionszeit fir
Quercetin betragt 27,7 min nach Injektion.
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Abbildung 15:  Vergleich des Chromatogramms des Griintee-Extrakts (griine Kurve) mit dem

Chromatogramm der Referenzsubstanz Rutin (blassrosa Kurve). Aufgetragen ist
die UV-Absorption [AU] gegen die Zeit [min]. Die Retentionszeit fur Rutin betragt
24,7 min nach Injektion.
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4.2 Immunhistochemie

Mithilfe der immunhistochemischen Untersuchung erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die
Uberprifung des Hormonrezeptorstatus der verwendeten humanen Mamma-
karzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231. Getestet wurde die Expression der
Estrogenrezeptoren (ERa, ERB) sowie des Progesteronrezeptors (PR).

4.21 MCF-7-Zellen

Bei den MCF-7-Zellen bestétigte eine positive Farbreaktion nach Antikdrpergabe bei
mikroskopischer Betrachtung der Zellen das Vorhandensein der Rezeptoren. Durch die
intrazelluldre Lage der Steroidrezeptoren erscheint das Zytosol rétlich gefarbt (Abbildung
16).
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Abbildung 16:  Immunhistochemie zur Prifung des Rezeptorstatus der MCF-7-Zelllinie.
A: ERa positiv; B: ERB positiv; C: PR positiv; D: Negativkontrolle. VergréRerung
10x. Skalierungsbalken = 100 ym. Pfeile zeigen beispielhaft auf einzelne
Karzinomzellen.
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4.2.2 MDA-MB-231-Zellen

Im Vergleich dazu konnte bei den MDA-MB-231-Zellen aufgrund eines fehlenden
Farbumschlags nachgewiesen werden, dass bei der Zelllinie keine Expression der
Rezeptoren ERa, ERB und PR stattfand (Abbildung 17).

Abbildung 17: Immunhistochemie zur Prifung des Rezeptorstatus der MDA-MB-231-Zelllinie.
A: ERa negativ; B: ERB negativ; C: PR negativ; D: Negativkontrolle.
VergrofRerung 10x. Skalierungsbalken = 100 um. Pfeile zeigen beispielhaft auf
einzelne Karzinomzellen.
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4.3 CellTiter-Glo®-Zellviabilitatstest

Um die Wirkung des Grintee-Extrakts und der beschriebenen Testsubstanzen in
verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen auf die Viabilitdt der
Mammakarzinomzellen in-vitro zu beurteilen, wurde in diesem Test der ATP-Gehalt
indirekt in Form eines detektierten Lumineszenz-Signals im Zelliberstand gemessen.
Daraus folgte die Ableitung des prozentualen Anteils metabolisch aktiver Zellen nach 24-
stlindiger Substrateinwirkung (Zellviabilitdt [%]), welcher in den folgenden Balken-
diagrammen dargestellt wird. Signifikante Ergebnisse (p < 0,05) sind mit einem schwarzen
Sternchen (*) gekennzeichnet. Der CellTiter-Glo®-Test wurde unter mdglichst gleich-
bleibenden Bedingungen pro Zellreihe jeweils dreimal durchgefihrt.

4.3.1 MCF-7-Zelllinie
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Abbildung 18:  CellTiter-Glo®-Test: Darstellung der Zellviabilitdt [%] von MCF-7 nach 24 h
Einwirkung des Griintee-Extrakts und seiner Verdinnungsstufen, Estradiol und
Endoxifen sowie der Kombination aus Extrakt bzw. seiner Verdiinnungen mit
Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %, bestehend aus dem
jeweils angewendeten Lésungsmittel in Zellsuspension); angegeben sind die
Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standardabweichungen und
Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle; Ext = Grintee-
Extrakt in den angegebenen Verdinnungsstufen; End = Endoxifen; NK =
Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).
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Abbildung 19:  CellTiter-Glo®-Test: Darstellung der Zellviabilitdt [%] von MCF-7 nach 24 h
Einwirkung der Referenzsubstanzen Quercetin, EGCG und Rutin in jeweils 2
Konzentrationen, Estradiol und Endoxifen sowie der Kombination aus
Referenzen mit Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %,
bestehend aus dem jeweils angewendeten Ldsungsmittel in Zellsuspension);
angegeben sind die Mittelwerte aus drei Messungen sowie die
Standardabweichungen und Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die
Negativkontrolle; Quer = Quercetin; EGCG = Epigallocatechingallat; Ru = Rutin;
End = Endoxifen; NK = Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

Aus der Messung der Zellviabilitat mithilfe des CellTiter-Glo®-Tests geht hervor, dass sich
nach 24-stindiger Inkubation der MCF-7-Zellen mit dem Gruntee-Extrakt und seinen
Verdinnungsstufen eine signifikante Reduktion des Lebendzellanteils auf unter 10 % im
Vergleich zur Negativkontrolle (Abschnitt 3.9) einstellte. Dabei hatte der halbverdunnte
Grintee-Extrakt (50%) im Vergleich der verschiedenen Verdinnungsstufen den starksten
Wirkeffekt.

Wahrend Endoxifen in beiden getesteten Konzentrationen zu einer maximalen Hemmung
der Zellviabilitat fuhrte, konnte bei Estradiol hingegen eine leichte Steigerung des ATP-
Gehalts und damit der Aktivitat lebender Zellen gemessen werden (Abbildung 18).

Die als Reinsubstanzen getesteten Griinteebestandteile Quercetin, EGCG und Rutin
zeigten in den gewahlten Konzentrationen keine stark viabilititshemmende Wirkung auf
die MCF-7-Zellen (Abbildung 19). Alle getesteten Konzentrationen der Flavonoide lagen
signifikant unter der ED 50, d.h. es wurde unter den gegebenen Bedingungen bei weniger
als 50 % der Brustkrebszellen mit den ausgewahlten Konzentrationen ein hemmender
Effekt erreicht. Festgestellt werden konnte allerdings, dass jeweils bei der hdheren
Konzentration des Stoffes auch die Hemmung der Zellviabilitat stieg. So lag bei Quercetin
0,5 ug / ul eine Lebendzellzahl von 82,5 % vor, wahrend im Vergleich dazu die
Konzentration 1,51 pg / yl nur noch 75 % lebende Zellen aufwies.
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Die Reinsubstanz EGCG zeigte in der niedrigeren Konzentration 1 pg / pl keine zellredu-
zierende Wirkung, wohingegen bei 18 pg / yl eine Viabilititshemmung von 22 % der
Zellen zu beobachten war. Auch Rutin verzeichnete bei starkerer Konzentration einen
signifikant grofReren Wirkeffekt.

Die zu testenden Substanzen jeweils kombiniert mit Endoxifen erzielten insgesamt eine
sehr starke Wirkung auf die MCF-7-Zellen. Sowohl der Grintee-Extrakts und seine
Verdinnungen als auch die Referenzen in den verschiedenen Konzentrationen zeigten
jeweils in Kombination mit beiden Endoxifen-Konzentrationen hinsichtlich der Zellviabilitat
signifikante Werte unterhalb von 20 %. Die kombinierte Gabe mit Endoxifen in der
Konzentration 6,2 ug / pl hatte bei allen Messungen sogar einen maximalen Wirkeffekt
(Zellviabilitat < 1 %).

4.3.2 MDA-MB-231-Zelllinie
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Abbildung 20:  CellTiter-Glo®-Test: Darstellung der Zellviabilitat [%] von MDA-MB-231 nach 24 h
Einwirkung des Grintee-Extrakts, seiner Verdunnungsstufen, Estradiol und
Endoxifen sowie der Kombination aus Extrakt bzw. seiner Verdiinnungen mit
Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %, bestehend aus dem
jeweils angewendeten Lésungsmittel in Zellsuspension); angegeben sind die
Mittelwerte aus drei Messungen, sowie die Standardabweichungen und
Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die NK; Ext = Grintee-Extrakt in den
angegebenen Verdinnungen; End = Endoxifen; NK = Negativkontrolle (Abschnitt
3.9).
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Abbildung 21:  CellTiter-Glo®-Test: Darstellung der Zellviabilitat [%] von MDA-MB-231 nach 24 h
Einwirkung der Referenzsubstanzen Quercetin, EGCG und Rutin in jeweils 2
Konzentrationen, Estradiol und Endoxifen sowie der Kombination aus
Referenzen mit Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %);
angegeben sind die Mittelwerte aus drei Messungen sowie die
Standardabweichungen und Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die NK;
Quer = Quercetin; Ru = Rutin; End = Endoxifen; NK = Negativkontrolle (Abschnitt
3.9).

Die Ergebnisse der Zelllinie MDA-MB-231 zeigten bei dem unter gleichen Bedingungen
durchgefuhrten CellTiter-Glo®-Test ahnliche Ergebnisse wie bei den MCF-7-Zellen.
Endoxifen als Reinsubstanz fuhrte zu einer starken Reduktion der Lebendzellzahl mit
Zellviabilitadtswerten < 1 % in beiden getesteten Konzentrationen, Estradiol hatte keine
signifikante Wirkung auf die Zellen. Bei dem Gruntee-Extrakt und seinen
Verdinnungsstufen sowie bei deren Kombination mit Endoxifen in zwei Konzentrationen
Uberwog insgesamt eine starke Hemmung der Zellviabilitdt, welche in allen Fallen < 5 %
lag (Abbildung 20). Im Vergleich zu den MCF-7 Zellen fiel ebenfalls auf, dass der
Gruntee-Extrakt 100 % eine signifikant leicht geringere Wirkung auf die MDA-MB-231-
Zellen aufwies als der 50 % -ige Extrakt.

Die Referenzen EGCG und Rutin hatten als Reinstoffe auf die MDA-MB-231-Zellen einen
eher geringen Wirkeffekt, bei dem mehr als 50 % der Zellen vital blieben (Abbildung 21).
Lediglich Quercetin in der Konzentration 1,51 ug / yl bewirkte einen signifikanten Hemm-
effekt auf 25,5 % Zellviabilitdt im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Kombinationen der
Referenzen Quercetin, EGCG und Rutin jeweils mit Endoxifen in den festgelegten
Konzentrationen zeigten eine maximale Wirkung auf die MDA-MB-231-Zellen mit weniger
als 2 % Zellviabilitat in allen Messungen.

Insgesamt verzeichneten die Ergebnisse des CellTiter-Glo®-Tests eine starke Hemmung
der Zellviabilitat, v.a. bei Testung des Grintee-Extrakts und seiner Verdiunnungsstufen
sowie dieser Stoffe in der Kombination mit Endoxifen. Die reinen Referenzstoffe zeigten
erst in der Kombination mit Endoxifen einen starken Wirkeffekt.
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4.4 CytoTox-Glo™ - Zytotoxizititstest

Dieser Test wurde angewandt, um eine Aussage Uber die zytotoxische Wirkung des
Grintee-Extrakts und der angewandten Testsubstanzen auf die Zelllinien MCF-7 und
MDA-MB-231 zu treffen. Als Parameter flr den Zelltod diente dabei eine Protease, die
nach Austritt aus geschadigten Zellen mithilfe des Testkits eine messbare Lumineszenz-
Reaktion ausléste. Durch ein anschlieRend herbeigeflihrtes Absterben aller Zellen konnte
der prozentuale Anteil vitaler Zellen ausgerechnet werden.

In den folgenden Diagrammen wird die Zellviabilitat [%] nach Inkubation der Brust-
krebszellen mit den Testsubstanzen dargestellt. Signifikante Ergebnisse (p < 0,05) sind
mit einem schwarzen Sternchen (*) gekennzeichnet. Der CytoTox-Glo"™-Test wurde unter
maglichst gleichbleibenden Bedingungen pro Zellreihe jeweils dreimal durchgefiihrt.

441 MCF-7-Zelllinie
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Abbildung 22:  CytoTox-Glo™-Test: Darstellung der Zellviabilitit [%] von MCF-7 nach 24 h
Einwirkung des Grintee-Extrakts und seiner Verdinnungsstufen, Estradiol und
Endoxifen sowie der Kombination aus Extrakt bzw. seiner Verdinnungen mit
Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %, bestehend aus dem
jeweils angewendeten Lésungsmittel in Zellsuspension); angegeben sind die
Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standardabweichungen und
Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle; Ext = Griintee-
Extrakt in den angegebenen Verdinnungsstufen; End = Endoxifen; NK =
Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).
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CytoTox-Glo® MCF-7 [Referenzen]
(n=3)
120

*
T
* * * *
20 - * * * % * I | * I E N N
1 1 1
O’ \I\I\ \I\ T \T\ T \T\ T \I\ T \I\ T
N O %

(o]
o

N
o
|

Zellviabilitat [%]
3

RN IR A ARN ANPGRS
<& & S <<§\ [CHERY <</Q 6(.4 i Q/Q AR <<§\ D Q/Q Q0 D N
& & xS E S x & S & x S xS
0\} x’ N O x < xT D X x O xT N O
AN Qv D Y N O H A5 N oL
T o L FE P Y ¢

Konzentration [pg/ul]

Abbildung 23:  CytoTox-Glo™-Test: Darstellung der Zellviabilitit [%] von MCF-7 nach 24 h
Einwirkung der Referenzsubstanzen Quercetin, EGCG und Rutin in jeweils 2
Konzentrationen, Estradiol und Endoxifen sowie der Kombination aus
Referenzen mit Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %,
bestehend aus dem jeweils angewendeten Ldsungsmittel in Zellsuspension);
angegeben sind die Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standard-
abweichungen und Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle;
Quer = Quercetin; EGCG = Epigallocatechingallat; Ru = Rutin; End = Endoxifen;
NK = Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

In Abbildung 22 ist deutlich zu erkennen, dass die 24-stindige Inkubation der MCF-7-
Zellen mit dem Grintee-Extrakt und seinen Verdinnungsstufen einen stark zytotoxischen
Effekt hervorrief und der Lebendzellanteil signifikant weniger als 2 % im Vergleich zur
Negativkontrolle betrug. Auch Endoxifen in beiden getesteten Konzentrationen hatte nach
Zugabe auf die Zellen eine maximale Zellreduktion zur Folge. Im Gegensatz dazu zeigte
Estradiol keine Hemmung der Zellviabilitat. Die Kopplung des Grintee-Extrakts und der
Verdunnungen jeweils mit Endoxifen in zwei Konzentrationen ergab in allen Messungen
signifikant eine maximal zytotoxische Wirkung (Zellviabilitat < 1 %). Lediglich der auf 10 %
in Ethanol verdinnte Extrakt in der Kombination mit Endoxifen in der geringeren
Konzentration (1 ug/ul) zeigte eine Zellviabilitat unter 4 %.

Abbildung 23 zeigt, dass die getesteten Reinsubstanzen Quercetin und Rutin in der
jeweils héheren Konzentrationen verstarkt toxisch auf die MCF-7-Zellen wirkten. EGCG
hatte in den Konzentrationen 1 yg / pl und 18 pg / pl keinen hemmenden Effekt auf die
Zellen. Die kombinierte Gabe der Reinstoffe mit Endoxifen hingegen zeigte einen starken
Effekt auf die Zellviabilitat. Dabei wurde bei der Verwendung der héheren Konzentration
von Endoxifen (6,2 pg / pl) jeweils in Kombination mit EGCG, Quercetin und Rutin eine
starkere zytotoxische Wirkung festgestellt (Restlberleben < 5 % der Zellen) im Vergleich
zur Kombination mit Endoxifen 1 pg / pl (Zellviabilitat < 11 %).

Auffallig zeigte sich ein maximal viabilitdtshemmender Effekt bei EGCG 18 pg / pl in Kom-
bination mit Endoxifen 6,2 ug / yl.
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4.4.2 MDA-MB-231-Zelllinie

Bezugnehmend auf die Ergebnisse des CytoTox-Glo™-Tests an den MCF-7-Zellen
weisen die MDA-MB-231-Zellen unter gleichen Bedingungen kommensurable Test-
ergebnisse auf.
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Abbildung 24:  CytoTox-Glo -Test: Darstellung der Zellviabilitit [%] von MDA-MB-231 nach 24h
Einwirkung des Griintee-Extrakts und seiner Verdlinnungsstufen, Estradiol und
Endoxifen sowie der Kombination aus Extrakt bzw. seiner Verdinnungen mit
Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %, bestehend aus dem
jeweils angewendeten LOsungsmittel in Zellsuspension); angegeben sind die
Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standardabweichungen und
Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle; Ext = Grintee-
Extrakt in den angegebenen Verdinnungsstufen; End = Endoxifen; NK =
Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

In Abbildung 24 ist erkenntlich, dass der Gruntee-Extrakt, seine Verdinnungen, Endoxifen
in zwei getesteten Konzentrationen und die jeweils kombinierten Ansatze signifikant
zytotoxisch auf die MDA-MB-231-Zellen wirkten. Dabei Uberlebten weniger als 1 % der
Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle nach 24-stindiger Inkubation mit den
Testsubstanzen. Estradiol zeigt keinen viabilitdtshemmenden Effekt.
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Abbildung 25: CytoTox-GIoTM-Test:Darstellung der Zellviabilitat [%] von MDA-MB-231 nach 24 h
Einwirkung der Referenzen Quercetin, EGCG und Rutin in jeweils 2 Konzen-
trationen, Estradiol und Endoxifen sowie der Kombination aus Referenzen mit
Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %); angegeben sind die
Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standardabweichungen und
Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle; Quer = Quercetin;
EGCG = Epigallocatechingallat; Ru = Rutin; End = Endoxifen; NK =
Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

Die Flavonoide Quercetin, EGCG und Rutin hatten in den Messergebnissen des
CytoTox-Glo™-Tests geringe bis gar keine zytotoxischen Effekte auf die MDA-MB-231-
Zellen (Abbildung 25). Es zeigte sich jedoch, dass bei den Reinstoffen in Abhangigkeit
von der Konzentration Wirkunterschiede zu verzeichnen waren. So zeigte die hoéhere
Konzentration von Quercetin (1,51 pg / pl) im Ergebnis eine Zellreduktion um mehr als
50 % der Zellen, wahrend diese im Vergleich bei der geringeren Quercetin-Konzentration
(0,5 pg / pl) nur 15 % betrug. Auch bei EGCG und Rutin differierte die Zellviabilitat korre-
lierend mit der Starke der verwendeten Konzentrationen. Im Vergleich zu den MCF-7-
Zellen konnte bei der Zelllinie MDA-MB-231 bei der Testung von EGCG 18 pg / yl ein
gering zytotoxischer Effekt beobachtet werden (Zellviabilitat 67,8 %).

Die Referenzsubstanzen jeweils kombiniert mit Endoxifen erzielten insgesamt eine sehr
starke Wirkung auf die MDA-MB-231-Zellen, dabei zeigten die verschiedenen
Konzentrationen hinsichtlich der Zellviabilitdt bei allen Messungen signifikante Werte
unterhalb von 6 %. Die kombinierte Gabe mit Endoxifen 6,2 ug / pl hatte bei den Referen-
zen sogar jeweils einen maximalen Wirkeffekt (Zellviabilitat < 1 %).

Insgesamt verzeichneten die Ergebnisse des CytoTox-Glo™-Tests einen zytotoxischen
Effekt auf die verwendeten Zelllinien, v.a. bei den Messungen des Grintee-Extrakts und
seiner Verdunnungen sowie dieser Substanzen in Kombination mit Endoxifen. Die
Referenzstoffe zeigten ausschliellich in der Kombination mit Endoxifen einen Wirkeffekt.
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4.5 BrdU-Immunoassay

Um das Wachstumsverhalten der Mammakarzinomzelllinien unter dem Einfluss des
Grintee-Extrakts und der ausgewahlten Flavonoide sowie Endoxifen festzustellen, wurde
der BrdU-Test angewendet. Dabei erfolgte auf Zellebene der Einbau des Pyrimidin-
Analogons BrdU anstelle von Thymidin in die DNA, das Uber einen bindenden Antikérper
nachgewiesen und photometrisch erfasst wurde. RickschlieRend diente die Menge der
entstandenen Antikérper-Komplexe als Maf fur die Mitoserate der Zellen.

In den nachfolgenden Diagrammen wird der prozentuale Anteil proliferierender Zellen
dargestellt. Signifikante Ergebnisse (p < 0,05) sind mit einem schwarzen Sternchen (*)
gekennzeichnet. Der BrdU-Immunoassay wurde unter mdglichst gleichbleibenden Beding-
ungen pro Zellreihe jeweils dreimal durchgefihrt.

4.5.1 MCF-7-Zelllinie
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Abbildung 26:  BrdU-Test: Darstellung der Zellproliferation [%] von MCF-7 nach 24 h Einwirkung
des Gruntee-Extrakts und Verdiinnungsstufen, Estradiol und Endoxifen sowie
der Kombination aus Extrakt bzw. seiner Verdinnungen mit Endoxifen bezogen
auf die Negativkontrolle ( = 100 %); angegeben sind die Mittelwerte aus drei
Messungen mit Standardabweichungen und Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen
auf die Negativkontrolle; Ext = Grlintee-Extrakt in den Verdiunnungsstufen; End =
Endoxifen; NK = Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

Der Grintee-Extrakt und die Verdinnungen zeigten signifikant stark verringerte
Zellproliferationsraten im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Ergebnisse in Abbildung 26
zeigen, dass der Gruntee-Extrakt 50 % die starkste wachstumshemmende Wirkung hatte
(Zellproliferation < 4 %). Das Zellwachstum des unverdinnten Extrakts betrug knapp 17 %
und verzeichnete damit einen leicht hdheren Proliferationswert als seine Verdinnungen.
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Endoxifen zeigte in den getesteten Konzentrationen signifikant einen maximalen
Hemmeffekt auf die Zellproliferation. Estradiol steigerte im Vergleich zur Negativkontrolle
das Zellwachstum gering um 4 %.

Die Kombinationen der Testsubstanzen mit Endoxifen in zwei Konzentrationen zeigten
jeweils eine signifikant starkere Reduktion der Zellproliferation als die einzelnen
Substanzen. Dabei wirkten die Verdinnungen des Gruntee-Extrakts kombiniert mit
Endoxifen antiproliferativer als die Kombination des 100 %-igen Extrakts mit Endoxifen.
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Abbildung 27:  BrdU-Test: Darstellung der Zellproliferation [%] von MCF-7 nach 24 h Einwirkung
der Referenzsubstanzen Quercetin, EGCG und Rutin in jeweils 2
Konzentrationen, Estradiol und Endoxifen sowie der Kombination aus
Referenzen mit Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %,
bestehend aus dem jeweils angewendeten Ldsungsmittel in Zellsuspension);
angegeben sind die Mittelwerte aus drei Messungen sowie die
Standardabweichungen und Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die
Negativkontrolle; Quer = Quercetin; EGCG = Epigallocatechingallat; Ru = Rutin;
End = Endoxifen; NK = Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

Bei den Referenzsubstanzen EGCG, Quercetin und Rutin zeichnete sich in den
getesteten Konzentrationen eine geringe bis gar keine Wachstumshemmung der MCF-7-
Zellen ab (Abbildung 27). Die Zellproliferation der hdher konzentrierten Flavonoide war im
Vergleich zur Negativkontrolle bei Quercetin (1,51 pg / yl) um 17 %, bei EGCG (18 pg / ul)
um 26 % und bei Rutin (3,05 pg / pl) um 18 % vermindert, wohingegen in der jeweils
geringeren Konzentration der Referenzen keine antiproliferative Wirkung zu erkennen
war. Im Gegensatz dazu war eine starke Proliferationshemmung bei den Kombinationen
der aufbereiteten Flavonoide mit Endoxifen zu beobachten, wobei die Wachstumsrate der
Zellen in allen Fallen signifikant unter 7 % betrug.
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4.5.2 MDA-MB-231-Zelllinie

Die Ergebnisse des an der Zelllinie MDA-MB-231 durchgeflhrten BrdU-Immunoassays
zeigten eine hohe Ahnlichkeit zu den unter gleichen Bedingungen ermittelten Mess-
ergebnissen der MCF-7-Zellen.
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Abbildung 28:  BrdU-Test: Darstellung der Zellproliferation [%] von MDA-MB-231 nach 24 h
Einwirkung des Griintee-Extrakts und seiner Verdinnungsstufen, Estradiol und
Endoxifen sowie der Kombination aus Extrakt bzw. seiner Verdinnungen mit
Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (= 100 %, bestehend aus dem
jeweils angewendeten Ldésungsmittel in Zellsuspension); angegeben sind die
Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standardabweichungen und
Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle; Ext = Grintee-
Extrakt in den angegebenen Verdinnungsstufen; End = Endoxifen; NK =
Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

Abbildung 28 zeigt, dass der Grintee-Extrakt und die daraus hergestellten Verdiinnungen
(50 %, 20 %, 10 %) in den durchgeflhrten BrdU-Tests eine stark antiproliferative Wirkung
auf die MDA-MB-231-Zellen besallen. Die Proliferationshemmung flhrte zu einer
signifikanten Zellproliferation unter 7 %. Auch Endoxifen besal einen starken wachstums-
reduzierenden Effekt, der in der Konzentration 6,2 ug / pl sogar maximal war. Estradiol
hatte keine starken Auswirkungen auf die Wachstumsrate der MDA-MB-231-Zellen.

Die Messergebnisse des BrdU-Tests mit der Kombination aus Gruntee-Extrakt und seinen
Verdinnungen jeweils mit Endoxifen in zwei Konzentrationen zeigten signifikant eine
starke bis vollstandige Hemmung der Zellproliferation (< 3 %).
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BrdU MDA-MB-231 [Referenzen]
(n=3)
120
—. 100 [ [ T
X *
g 80 1 T
®
E, 60 -
S
5 40
Ko
N 20 | *
%k * * * * * * * * * * * *
0 - e ————— - —— \I\I\ \T\‘\\T\'\
I T T N T S P s A P P T P L TR N T A A R N
NS (é\b Q7o @b RS <<,<\b &0 (é\b o 8 (é\b Qe %06 0& TS <
NP AR Qc%ox(o%ox@%ox AR
F Xy Cox N X 0N O
N R QO D LY N O $H AN N o LY
o N N N o o O P > &
K’\" \)Q:\ & 096 (S:) (o(,)(/ 6(./ %(9 H Q~\> <& \J,"b
Konzentration [pug/ul]

Abbildung 29:  BrdU-Test: Darstellung der Zellproliferation [%] von MDA-MB-231 nach 24 h
Einwirkung der Referenzsubstanzen Quercetin, EGCG und Rutin in jeweils 2
Konzentrationen, Estradiol und Endoxifen sowie der Kombination aus
Referenzen mit Endoxifen bezogen auf die Negativkontrolle (NK = 100 %,
bestehend aus dem jeweils angewendeten Ldsungsmittel in Zellsuspension);
angegeben sind die Mittelwerte aus drei Messungen sowie die Standard-
abweichungen und Signifikanzen (*p < 0,05) bezogen auf die Negativkontrolle;
Quer = Quercetin; EGCG = Epigallocatechingallat; Ru = Rutin; End = Endoxifen;
NK = Negativkontrolle (Abschnitt 3.9).

Bei Zugabe der synthetisch hergestellten Flavonoide auf die MDA-MB-231-Zellen konnte
wie bei den zuvor getesteten MCF-7-Zellen nach der Inkubationszeit nur eine geringe
hemmende Wirkung auf die Zellproliferation festgestellt werden (Abbildung 29). Bei
Quercetin reduzierte sich das Zellwachstum im Vergleich zur Negativkontrolle um etwa
ein Viertel in beiden Konzentrationen. Auch EGCG verringerte in beiden Konzentrationen
die Zellproliferation um rund 20 % gegeniber dem korrespondierenden Lésungsmittel.
Rutin zeigte in beiden getesteten Konzentrationen gar keine Auswirkungen auf die
Wachstumsrate der MDA-MB-231-Zellen.

Die Kombinationen der Referenzsubstanzen mit Endoxifen hatten hingegen durchweg
einen signifikant starken antiproliferativen Effekt auf die Zellen. Die Werte betrugen weni-
ger als 8 % Zellwachstum im Vergleich zur Negativkontrolle. Bei der Kombination mit
Endoxifen 6,2 pg / pl konnte in allen Fallen fast gar keine Zellproliferation mehr gemessen
werden (< 3 %).

Insgesamt wiesen die Ergebnisse des BrdU-Tests eine antiproliferative Wirkung auf die
verwendeten Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 auf, v.a. bei den Messungen des
Grintee-Extrakts und seiner Verdiinnungen sowie dieser Substanzen in Kombination mit
Endoxifen. Die Referenzstoffe EGCG, Quercetin und Rutin zeigten ausschliel3lich in der
Kombination mit Endoxifen einen wachstumshemmenden Effekt auf die Zellen.
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4.6 Stoffwechselanalyse

Um den Metabolismus der Tumorzellen (MCF-7 und MDA-MB-231) unter 24-stindiger
Einwirkung des Tee-Extrakts und der Testsubstanzen beurteilen zu kdnnen, erfolgte die
einmalige Bestimmung des Glukose-, Laktat- und pH-Werts im Uberstand der Zellen.

In der Abbildung 30 ist ersichtlich, dass bei beiden Zellreihen in allen Messungen die
extrazellulare Glukose-Konzentration jeweils im Vergleich zum reinen Medium abfiel. Eine
Ausnahme bildeten der unverdinnte Grintee-Extrakt und seine Kombination mit
Endoxifen, bei denen erhéhte Glukosewerte im ZelliUberstand gemessen wurden.

Die gemessenen pH-Werte im Uberstand beider Zelllinien befanden sich im leicht
basischen Bereich und unterschieden sich nicht wesentlich von dem pH-Wert des reinen
Mediums (Abbildung 31). Die extrazellularen Werte auf der pH-Skala lagen bei den MCF-
7-Zellen im Bereich von 7,9 - 8,26 und bei MDA-MB-231-Zellen zwischen 8,1 — 8,48.

Die Laktat-Konzentration im Zelliberstand variierte stark bei den verschiedenen
Testsubstanzen (Abbildung 32). In beiden Zellreihen ist zu erkennen, dass der unver-
dinnte Extrakt im Vergleich zum Medium (2 mmol / I) unveranderte Werte aufweist, wo-
hingegen mit zunehmender Verdlinnung des Extrakts der Laktatgehalt anstieg. Die extra-
zellularen Laktat-Werte im Zelliberstand nach Gabe von Estradiol sowie bei den
Referenzen in Reinform waren jeweils im Vergleich zum Medium deutlich erhdht. Im
Gegensatz dazu stiegen die Laktat-Konzentrationen von Endoxifen einzeln aber auch in
Kombination mit den Testsubstanzen im Vergleich zum Medium jeweils nur gering an.

Die Ergebnisse der Stoffwechselanalysen werden im Folgenden graphisch dargestellt.
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Abbildung 30:  Glukosebestimmung (in mmol/l) im Uberstand der MCF-7-Zellen (blau) und
MDA-MB-231-Zellen (rot) nach 24 h Inkubation mit den Testsubstanzen [ug/ull;
Quer = Quercetin; EGCG = Epigallocatechingallat; Ru = Rutin; End = Endoxifen,
Ext = Grintee-Extrakt in den angegebenen Verdinnungsstufen.
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5 Diskussion

Im folgenden Abschnitt werden die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit diskutiert, mit
der Fachliteratur verglichen und unter Berucksichtigung kritischer Anmerkungen bezuglich
der angewandten Methoden interpretiert.

5.1 Diskussion der Untersuchungsergebnisse

5.1.1 HPLC - Analyse

Bereits Anfang des 20. Jahrhunderts wurden Farbstoffe aus Pflanzenmaterial isoliert und
Stoffgemische zum Nachweis ihrer Inhaltsstoffe aufgetrennt. Heutzutage ist die
Hochleistungsflissigkeitschromatografie als anerkanntes Analyseverfahren fir die
Differenzierung und Bestimmung sekundarer Pflanzenstoffe etabliert und findet im
Rahmen dieser Arbeit Anwendung [59, 84, 152].

Aus Grlnteeblattern der Sorte Bancha wurden die Inhaltsstoffe in 70 % - igem Ethanol ge-
I6st, mikrowellengestitzt extrahiert und mit der Umkehrphasenchromatografie qualitativ
identifiziert. In diesem Grintee-Extrakt konnten die Stoffe Epigallocatechingallat, Quer-
cetin und Rutin mit jeweils spezifischen Durchlaufgeschwindigkeiten nachgewiesen wer-
den. Dies gelang anhand des Vergleichs mit den zusatzlich einzeln gemessenen Reten-
tionszeiten der entsprechenden Referenzsubstanzen, die in Form kommerziell erworbener
Reinstoffe zur Verfigung standen.

Die Resultate stimmen sowohl mit den vorherigen Erwartungen, basierend auf den HPLC-
Ergebnissen einer im UFK-Forschungslabor angefertigten Vorarbeit, als auch mit den
verfugbaren Angaben in der Fachliteratur Gberein [1, 82, 113].

El-Shahawi et al. verglichen 29 zufallig ausgewahlte, handelsibliche Grintee-Proben aus
verschiedenen Anbauldndern miteinander und bestimmten den Gehalt an Catechinen
mittels HPLC-Methode. Trotz quantitativ variierender Catechin-Zusammensetzungen der
einzelnen Grinteesorten konnte EGCG durchschnittlich mit dem hdchsten prozentualen
Anteil nachgewiesen werden [50]. Andere durchgefihrte Studien mit Grintee-Proben
bestatigten diese Ergebnisse [1, 136].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschliellich eine qualitative Analyse des Grintee-
Extrakts durchgefuhrt. Das Vielstoffgemisch bot unter den gegebenen Voraussetzungen
keine ausreichende Aufldsung der einzelnen Peaks, um die genaue Konzentration der
einzelnen Tee-Inhaltsstoffe berechnen zu kdénnen. Eine Optimierung der HPLC-Trenn-
bedingungen konnte erreicht werden durch Beeinflussung der Wanderungsge-
schwindigkeit der einzelnen Komponenten. Diese hangt u.a. von aulieren Faktoren wie
Temperatur und Art der mobilen / stationaren Phase sowie daraus resultierender Ldslich-
keit und Wechselwirkung der zu untersuchenden Komponenten ab [59, 152].

Es werden fortlaufend schnellere und spezifischere Verfahren fir den Nachweis und die
Quantifizierung der Komponenten u.a. auch in Teeblattern entwickelt. Der grine Tee
weist im Vergleich zu anderen Aufbereitungsformen der Teepflanze Camellia sinensis
einen deutlich hoéheren Catechin-Gehalt aufweist, woraus sein praventives und
therapeutisches Potenzial erwéachst [84, 136].
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In der Anwendung von Tee als Heilmittel ist die genaue Prifung der Inhaltsstoffe im
Zusammenhang mit der Qualitatsstufe unerlasslich [25]. Fur die Differenzierung und
Klassifizierung der Hauptkomponenten des Tees wurden Konzepte geprift, die
chromatografische und spektroskopische Elemente effizient koppeln und mithilfe
chemometrischer Analyse auswerten. So verglichen Yi et al. die Daten von 74 Teesorten
in sieben Aufbereitungsformen hinsichtlich ihrer stoffichen Zusammensetzung und
ordneten diese Uberschaubar in vier Kategorien ein [183]. Darauf aufbauend bestatigten
Aboudafwad et al mit ihren Untersuchungen an verschiedenen Grintees den
kombinierten Einsatz von UV-spektroskopischen und chemometrischen Verfahren als
geeignete Methode fur eine prazise Qualitatsbeurteilung von Teeblattern [1].

Die zu Beginn dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse der HPLC-Analyse und damit der
Nachweis der im Grintee-Extrakt enthaltenen Inhaltsstoffe waren Grundlage und
Voraussetzung fur die experimentell durchgefuhrten Untersuchungen.

5.1.2 Immunhistochemie

Die Charakterisierung des Rezeptorstatus durch immunhistochemische Farbung von
Tumorgewebe wird fur die Primardiagnostik des Mammakarzinoms in der S3-Leitlinie
empfohlen und tragt essentiell zur Entscheidung bezilglich eines geeigneten
Therapieverfahrens bei. Wahrend rezeptorpositive Brustkarzinome haufig mit einem
gunstigen Ansprechen auf endokrine und antikorperbasierte Therapiemdglichkeiten
verbunden sind, geht eine fehlende Expression des ER-, PR- und HER2-Rezeptors einher
mit eingeschrankten Behandlungsoptionen und oftmals schlechter Prognose flir die
Patientinnen [11, 33]. Besonders flir das triple-negative Mammakarzinom besteht eine
dringende Notwendigkeit, die Forschung voranzutreiben und rezeptorunabhangige
Therapieansatze alternativ zur derzeit ausschlieBlich eingesetzten Chemotherapie zu
finden [97].

Die Phytotherapie birgt Potenzial fir diverse antikanzerogene Forschungsansatze.
Wissenschaftliche Studien deuten darauf hin, dass Griiner Tee und seine enthaltenen
Flavonoide unabhangig von einer Hormonrezeptor-Expression eine hemmende Wirkung
auf Mammakarzinomzellen und die Progression von Brusttumoren zeigen [81, 168].

Fur die Versuche dieser Arbeit wurden daher sowohl eine hormonrezeptorpositive Zelllinie
(MCF-7) als auch eine -negative Zelllinie (MDA-MB-231) ausgewahlt, um vergleichsweise
die Wirkung von grinem Tee und seinen Bestandteilen zu testen. Unter Anwendung der
indirekten Immunhistochemie konnte der Rezeptorstatus der Zellreihen jeweils Uberpruft
und im Vergleich mit den Hersteller- und Literaturangaben bestatigt werden [7, 8, 113,
156].
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5.1.3 Diskussion der Testergebnisse

In dieser Forschungsarbeit fanden verschiedene Zelltests Anwendung, um das Verhalten
der Brustkrebszellen unter Einwirkung des Grlintee-Extrakts sowie der ausgewahlten
Testsubstanzen in-vitro beurteilen zu konnen. Dabei lag der Fokus der Untersuchungen
auf Viabilitat, Zytotoxizitat und Proliferation der MCF-7- bzw. MDA-MB-231-Zellen. Mithilfe
des CellTiter-Glo® -Tests wurde die Anzahl lebender Zellen iiber die Stirke eines
Lumineszenz-Signals ermittelt, welches direkt proportional zu der vorhandenen ATP-
Menge nach der Inkubationszeit mit den Testsubstanzen war. Der ebenfalls auf
Lumineszenz basierende CytoTox-Glo™ -Test visualisierte durch die Aktivitaitsmessung
einer Dead-Cell-Protease die Anzahl avitaler Zellen. Der BrdU-Test hingegen stellt ein
kolorimetrisches Verfahren dar, in dem die Menge neu synthetisierter DNA als Mal} flr
eine stattgefundene Zellproliferation detektiert wurde.

Insgesamt zeigten die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit tendenziell eine Hemmung
der Zellviabilitat beider Zellreihen nach Inkubation mit den Testsubstanzen. Insbesondere
beim Griintee-Extrakt und bei Endoxifen sowie bei der Kombination des Grintee-Extrakts
und ausgewahlter Flavonoide (EGCG, Quercetin, Rutin) mit Endoxifen wurde ein starker
zytotoxischer Effekt verzeichnet.

Nachfolgend werden die Einflisse der Testsubstanzen auf die Brustkrebszellen im
Einzelnen betrachtet und im Vergleich mit Literaturangaben diskutiert.

5.1.3.1 Estradiol

Das Ostrogen Estradiol besitzt eine sehr hohe Affinitat zu den Rezeptoren ERa und ERB
und zeigt eine proliferationsférdernde Wirkung auf Mamma- und Uterusgewebe [69]. Das
Hormon wurde im Rahmen dieser Arbeit bei den Zelltests als Kontrolle eingesetzt.

In der Literatur wird beschrieben, dass Estradiol einen fordernden Einfluss auf Mamma-
karzinomzellen und die Entstehung von Brustkrebs hat [32, 88, 186].

Die in dieser Arbeit verwendete Estradiolkonzentration zeigte diesbezlglich keine eindeu-
tige Tendenz, es konnte in den Versuchen beider Zellreihen weder eine signifikante Stei-
gerung der Zellviabilitdt noch eine induzierte Proliferation durch Estradiol auf die Zellen
festgestellt werden. Grund daflir kdnnte eine zu gering gewahlte Konzentration sein.
Karam et al. stellten fest, dass das Wachstumsverhalten von MCF-7-Zellen u.a. abhangig
ist von der eingesetzten Estradiol-Dosis [88]. Weiterhin hat auch die langere Einwirkzeit
von Estradiol einen entscheidenden Einfluss hinsichtlich der Wirkung auf Zellen. Die
molekularen Mechanismen sowie die Folgen einer langfristigen Exposition gegenuber
Estradiol sind Bestandteile der laufenden Forschung [32].
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5.1.3.2 Endoxifen

Endoxifen ist der bioaktive Metabolit des etablierten Brustkrebsmedikaments Tamoxifen
[69]. Es diente in dieser Arbeit einerseits als Kontrollsubstanz und weiterhin in reduzierter
Dosis als Mittel flir die Kombination mit den Testsubstanzen, um eine Aussage Uber
Wirkung und mdgliche synergistische Effekte der kombinierten Stoffe (Abschnitt 5.1.3.7)
tatigen zu kénnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten einen stark zytotoxischen Effekt des reinen
Endoxifens auf die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231. Es konnte in
beiden getesteten Endoxifen-Konzentrationen sowie auch bei der Kombination aus
Endoxifen mit ausgewahlten Testsubstanzen unabhangig vom Rezeptorstatus eine
signifikante Reduktion von Zellviabilitdt und -prolifertation festgestellt werden.

Diese Resultate stimmen Uberein mit Angaben aus der Literatur, welche ebenfalls eine
Hemmung des Zellwachstums durch die Gabe von Endoxifen beschreiben [116, 163]. Wu
et al. stellten fest, dass Endoxifen u.a. iber den Abbau von Proteinen des ERa-Rezeptors
seine antidstrogene Wirkung erreichte. Diese trat allerdings erst ab einer bestimmten
Konzentration (> 1 nmol/l) auf [179].

Im Vergleich zu Tamoxifen lassen sich bestimmte Vorteile hinsichtlich der direkten Gabe
von Endoxifen erkennen. Jayaraman et al. zeigten, dass Endoxifen eine starkere
inhibierende Wirkung als Tamoxifen v.a. bei hormonempfindlichen Brustkrebszellen
besald [80]. Weiterhin gilt zu beachten, dass Tamoxifen beziglich seiner Aktivierung dem
CYP2D6-Metabolismus und damit auch dem genetischen Polymorphismus in der
Bevolkerung unterliegt [179]. Im Gegensatz dazu besteht Endoxifen bereits als bioaktiver
Stoff.

Die Verstoffwechslung von Tamoxifen kann ebenfalls eingeschrankt sein durch
auftretende Wechselwirkungen bei gleichzeitiger Einnahme von CYP2D6-hemmenden
Medikamenten. Hervorzuheben sind bestimmte Antidepressiva (z.B. SSRI wie Paroxetin
und Fluoxetin), die ein groRes Interaktions-Potenzial besitzen [13, 155].

Aufgrund der hohen Nebenwirkungsrate von Tamoxifen und nicht zuletzt daraus
resultierender starker Compliance-Probleme bei den Patientinnen wurde pharmakologisch
das Medikament Z-Endoxifen entwickelt und in-vivo getestet. Im Tierversuch stellte sich
bereits heraus, dass Endoxifen unter oraler Verabreichung eine hohe Bioverfugbarkeit
aufzeigt [62, 137].

Im Jahre 2017 veroffentlichten Goetz et al. im Journal of Clinical Oncology die Ergebnisse
der ersten klinischen Studie mit dem Medikament Z-Endoxifen. Untersucht und behandelt
wurden Frauen mit ER-positivem, metastasierendem Mammakarzinom, die auf eine
vorherige endokrine Therapie mit Tamoxifen oder Aromatasehemmern nicht ange-
sprochen haben. Die Studie kam zu dem vielversprechenden Ergebnis, dass der Wirkstoff
Z-Endoxifen am Menschen konzentrationsabhangig und pharmakokinetisch glnstig
gegen Tumore wirksam ist, insgesamt tolerierbare Nebenwirkungen aufweist und nicht
beeinflusst wird durch das Enzym CYP2D6 sowie dessen Inhibitoren [63, 83].

Bisher ausstehend sind die Daten verschiedener, teils gegenwartig laufender Phase-I-
Studien zur Charakterisierung von Z-Endoxifen mit genauerer Untersuchung des
Sicherheitsprofils, der maximalen Vertraglichkeitsdosis, der Tumoransprechrate sowie der
Nebenwirkungen des Medikaments. Die Testungen werden sowohl an ER-positiven
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Patientinnen mit fortgeschrittenem, metastasierendem Mammakarzinom durchgeflhrt als
auch an Patientinnen, die sich einer OP unterziehen [29, 31].

Ebenso stehen die Ergebnisse einer randomisierten Phase II-Studie aus, die sich mit der
Frage beschaftigt, ob Z-Endoxifen im Vergleich zu Tamoxifen bei postmenopausalen
Patientinnen beziiglich des Therapieansprechens, der Uberlebensrate und der Pharmako-
genetik potenziell wirksamer ist [30].

Ein Nebeneffekt von Endoxifen ist eine augenscheinlich positive Auswirkung auf den
Knochenstoffwechsel, der in Studien noch genauer gepruft werden muss. Von einem
therapiebegleitenden Aufbau der Knochenmasse kdnnten besonders postmenopausale
Patientinnen profitieren [60].

Insgesamt bietet das bioaktive Endoxifen ein grof3es Forschungspotenzial beziiglich des
Einsatzes in der Hormontherapie bei Brustkrebs. Zukiinftig ware der Einsatz von
Endoxifen statt Tamoxifen flr spezielle Patientengruppen im Sinne einer optimierten
Brustkrebsbehandlung denkbar.

5.1.3.3EGCG

Das Flavonoid Epigallocatechingallat (EGCG) stellt mit bis zu 50 % den Hauptanteil der in
Gruntee enthaltenen Catechine dar und besitzt den starksten Wirkeffekt u.a. hinsichtlich
antioxidativer und antikarzinogener Eigenschaften, die den Polyphenolen zugeschrieben
werden [181].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten nach 24-stindiger Inkubation mit synthetisch
hergestelltem EGCG bei den Zellreihen MCF-7 und MDA-MB-231 keine starke Wirkung.
In den durchgefuihrten Zelltests konnte entgegen den Erwartungen keine oder nur eine
geringe Reduktion der Lebendzellanzahl und des Wachstums durch EGCG beobachtet
werden. Dabei lag die Gesamtuberlebensrate in allen Versuchen bei weit Uber 50 % der
Tumorzellen. Im Gegensatz dazu hatte EGCG in Kombination mit Endoxifen einen
deutlich viabilititshemmenden und antiproliferativen Effekt auf die Brustkrebszellen
(Abschnitt 5.1.3.7).

In der Literatur wurde ein inhibierender Effekt von EGCG auf Viabilitdt und Proliferation
der genannten Brustkrebszelllinien beschrieben [161, 187, 188]. Zeng et al. fanden
heraus, dass der molekulare Mechanismus des EGCG u.a. intrazellular dber die
Modulation regulatorischer Proteine sowie Uber die Blockade des Signalwegs PI3K/Akt
ablauft, wodurch es Uber induzierte Apoptose der Tumorzellen eine antitumorale Wirkung
erzielt. Die hemmenden Effekte wurden in Abhangigkeit von der eingesetzten Dosis
beobachtet [188]. Zan et al. bestatigten, dass die Wachstumshemmung von MCF-7-Zellen
verstarkt werden konnte bei Erhdhung der EGCG-Dosis und Einwirkdauer (> 24 h).
Ebenfalls von Bedeutung war der Zeitpunkt der durchgefiihrten Messung nach Inkubation
mit den Testsubstanzen [187]. Ein mdglicher Erkldrungsansatz fur die Differenzen
zwischen den Ergebnissen dieser Arbeit und denen in Literaturangaben kdnnte daher
sein, dass die Inkubationszeit von EGCG nicht von ausreichender Dauer war, um eine
signifikante Wirkung auf die Tumorzellen nachzuweisen. In Bezug auf rezeptornegative
Brustkrebszellen stellten Li et al. bei EGCG-Gabe ein grofles Potenzial hinsichtlich der
Voraussetzungen flr eine Hormontherapie fest. Sie wiesen nach, dass die Einwirkung von
EGCG auf MDA-MB-231-Zellen tber molekulare Prozesse zu einer Rekonstruktion des
ERa-Rezeptors flhrte. Dieser bietet eine potenzielle Andockstelle flr Antidstrogene in der
Therapie des Mammakarzinoms bei urspriinglich ER-negativen Zellen [101].
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Es gibt bereits diverse in-vivo-Studien, die bei der Gabe von EGCG antikanzerogene
Effekte (u.a. Hemmung des Wachstums von Brusttumoren im Tierversuch) darstellen,
allerdings bedarf die Klarung des genauen Wirkmechanismus und beteiligter Signalwege
weiterer Untersuchungen [176, 187].

Aufgrund des daraus sich abzeichnenden Potenzials in der Antitumortherapie und sehr
guter Vertraglichkeit ist EGCG in den letzten Jahren in den Fokus der Forschung geruckt.
Allerdings wird die Entwicklung als Therapeutikum durch die geringe Molekdlstabilitat und
eine niedrige Bioverfigbarkeit bei oraler Aufnahme des Flavonoids beeintrachtigt.
Zahlreiche wissenschaftliche Ansatze befassen sich daher mit der Herstellung von
geeigneten EGCG-Analoga, u.a. in Form von Prodrugs (Abschnitt 5.3), um eine
verbesserte biologische Aktivitat des EGCG fir den therapeutischen Einsatz zu erzielen
[4, 103, 177]. Eine spezifizierte Weiterfihrung dieses Forschungsansatzes ist basierend
auf den Ergebnissen dieser Arbeit und der aktuellen Datenlage zu empfehlen.

5.1.3.4 Quercetin

Quercetin wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, weil es ein haufig vorkommendes,
naturliches Flavonoid in Pflanzen darstellt, dem v.a. hinsichtlich chronischer Ent-
zindungen und Tumorerkrankungen gesundheitsfordernde Wirkungen zugeschrieben
werden. Von Bedeutung sind dabei besonders das antioxidative sowie das antikan-
zerogene Potenzial von Quercetin [115, 141].

In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass synthetisch
hergestelltes Quercetin in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration eine
Hemmung der Viabilitdt und des Wachstums der getesteten Brustkrebszelllinien MCF-7
und MDA-MB-231 verursachte. In Literaturangaben finden sich Gbereinstimmende in-vitro-
Ergebnisse [27, 81, 139]. Beispielsweise konnten Jia et al. in ihren Versuchen bestatigen,
dass die Inhibierung der Zellen von der verwendeten Dosis und der Inkubationszeit mit
Quercetin abhangig war [81].

Die genauen molekularen Wirkmechanismen von Quercetin auf Tumorzellen in-vitro und
in-vivo sind noch ungeklart. Untersuchungen ergaben, dass die Modulation diverser
intrazellularer Vorgange eine Rolle spielt, u.a. die Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges.
Dieser reguliert das Zellwachstum und fuhrt bei gestorten Ablaufen zur Apoptose der Zelle
[19, 81, 139].

In den letzten Jahren wurde die Forschung an und mit Phytotherapeutika intensiviert. Bei
der Entwicklung diverser Quercetin-Analoga konnte fur einen moglichen Einsatz in der
Krebstherapie festgestellt werden, dass die biologische Aktivitdt von Quercetin
modifizierbar ist und mafRgeblich von der chemischen Struktur des Molekils abhangt.
Massi et al. erstellten eine Ubersicht mit den aussichtsreichsten Modifikationen der
Quercetin-Struktur fir eine optimierte antikanzerogene Therapie [115].
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5.1.3.5 Rutin

Das Flavonoid Rutin stellt ein Glykosid des Quercetin dar, das in zahlreichen Pflanzen
vorkommt und aufgrund antioxidativer sowie protektiver Eigenschaften ein therapeu-
tisches Potenzial besonders in der Krebstherapie besitzt [55, 122].

Rutin konnte in dem flur diese Forschungsarbeit hergestellten Extrakt als Bestandteil des
Grinen Tees nachgewiesen werden. Getestet wurde es zusatzlich als kommerziell
erworbene Reinsubstanz im Rahmen der Zellversuche. Dabei zeigte Rutin eine ahnliche
dosisabhangige Wirkung wie Quercetin. Besonders in der hdheren Konzentration hatte
Rutin einen zytotoxischen und antiproliferativen Effekt auf Brustkrebszellen. Diese
Ergebnisse konnten in Literaturangaben bestatigt werden [49, 67, 144].

Fur Rutin liegen bisher insgesamt nur begrenzte Daten vor. Ganeshpurkar et al. fassten
verschiedene experimentelle Untersuchungen hinsichtlich des antikanzerogenen
Potenzials von Rutin in einer Ubersicht zusammen [55]. Weitere in-vivo-Versuche
bestatigten, dass Rutin die Proliferation von Tumorzellen hemmt [12, 122, 144].
Insgesamt bietet das Flavonoid Rutin einen vielversprechenden Ansatz in der
Krebstherapie und bedarf in Zukunft weiterer Forschung.

5.1.3.6 Gruner Tee

Griiner Tee hat seinen Ursprung im Siden Chinas und wird Uberlieferungen zufolge dort
bereits seit dem 3. Jahrtausend v. Chr. kultiviert [84]. Tee wurde anfangs als Heilmittel
eingesetzt und etablierte sich im Laufe der Zeit als Genussmittel und zentraler
Kulturbestandteil [42]. Fur die Untersuchungen dieser Arbeit wurde die Teesorte Bancha
ausgewahlt, welche in Japan als Alltagstee konsumiert wird [41].

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigten ein deutliches Potenzial von Grintee-
Extrakt hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung aufgrund einer stark zytotoxischen
und antiproliferativen Wirkung auf zwei Brustkrebszelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231)
unabhangig von dem Hormonrezeptorstatus der Zellen. Dies konnte auch mit Daten aus
der Literatur bestatigt werden [105, 113].

Auffallig stellte sich in den vorliegenden Ergebnissen eine deutlich starker hemmende
Wirkung des Grlintee-Extrakts im Vergleich zu den einzeln getesteten Flavonoiden auf die
Zellen dar. Eine mégliche Erklarung daflir bieten Kale et al., die feststellten, dass die
kombinierte Verabreichung mehrerer Flavonoide eine starkere Wirksamkeit zeigt als die
ausschlieBliche Substitution einzelner Flavonoide [86]. Wang et al. beobachteten
unabhangig davon ebenfalls bei der kombinierten Gabe von EGCG und Querectin eine
hoéhere Bioverfligbarkeit der Stoffe mit einer im Resultat starkeren Tumorhemmung [173].

Flavonoide sind wichtige Inhaltsstoffe des Grinen Tees und stehen mit zahlreichen
vielversprechenden Wirkungen im Fokus der Forschung.

In der Literatur sind Beschreibungen zu finden beziglich der Beeinflussung neuronaler
Prozesse durch Flavonoide, die u.a. Uber eine enzymbedingte Reduktion von oxidativem
Stress sowie die Anregung der Neurogenese zu Verbesserungen von Alzheimer-Demenz,
Morbus Parkinson und altersbedingten kognitiven Stérungen fuhren [110, 141, 170].
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Weiterhin zeigen Studien gunstige Effekte der Flavonoide in Bezug auf kardiovaskulare
Risikofaktoren und Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD), besonders auf die arterielle
Hypertonie und Atherosklerose. Dabei spielen antioxidative, vasodilatatorische sowie
antientzlindliche Wirkungsmechanismen der Flavonoide eine Rolle [21, 94, 112, 117,
166]. Peterson et al. fassten die wichtigsten prospektiven Studien im Zeitraum von 1993
bis 2008 zusammen, die eine Korrelation zwischen Flavonoidzufuhr und Inzidenz bzw.
Mortalitdt von kardiovaskuldren Erkrankungen bei europaischen sowie amerikanischen
Erwachsenen untersucht haben [128]. Lai et al. registrierten in einer britischen
Kohortenstudie mit mehr als 30.000 teilnehmenden Frauen unter polyphenolreichem
Obstkonsum und jahrelanger Beobachtungszeit ein verringertes CVD-Risiko [98].

DarUber hinaus wurden férderliche Wirkungen der Flavonoide an Skelettmuskel, Fett-
gewebe, Leber, Nieren und Pankreas sowie im Immunsystem beschrieben [121].

Es gibt allerdings auch kontroverse Ergebnisse in Bezug auf die Wirkung der Tee-
Flavonoide in der Brustkrebstherapie. Eine verminderte Wirkung der Flavonoide in einigen
Studien erklarten Xiang et al. mit einer geringen Bioverfugbarkeit in-vivo [180].

Der Einsatz der Flavonoide als Therapeutika wird durch den schnellen Metabolismus
erschwert. Um die Bioverfligbarkeit der Tee-Inhaltsstoffe im menschlichen Kérper auch
bei synthetischer Herstellung adaquat gewahrleisten zu kdnnen, bedarf es der genauen
Betrachtung des Metabolismus nach oraler Aufnahme der Flavonoide. In Abhangigkeit
von der Molekularstruktur und Nahrungszusammensetzung, aber auch von Faktoren wie
Alter, Geschlecht und Genotyp werden stoffwechselaktive Proteine aktiviert [20].
Hydrolytische Enzyme, die im Speichel und Gastrointestinaltrakt vorliegen, spalten die
Flavonoide und ermdglichen die Resorption an den Enterozyten. Im weiteren Schritt
durchlaufen die Flavonoide im Darmepithel und in der Leber einen Phase-II-Metabolismus
mit Umwandlung in verschiedene glucuronidierte, sulfatierte und methylierte
Stoffwechselprodukte, welche anschlieBend in den systemischen Kreislauf eingespeist
werden [34, 121, 141]. Hinsichtlich der Flavonoid-Resorption im menschlichen Verdau-
ungstrakt ist der mikrobielle Stoffwechsel im Kolon hervorzuheben Bei der bakteriell
bedingten Biokonversion entstehen durch Ringspaltung kleine Flavonoid-Metabolite, die
im Plasma eine besonders hohe Bioverfigbarkeit und langere Halbwertszeiten aufweisen
[121, 169]. Anknipfend an diese Erkenntnisse bedarf es weiterer Forschung, um
perspektivisch fur den medizinischen Einsatz eine verbesserte Geweberesorption,
Bioverfugbarkeit sowie Wirksamkeit von aufgenommenen Flavonoiden und ihren Analoga
im menschlichen Organismus zu erreichen [162].
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5.1.3.7 Diskussion Uber kumulative Effekte

Ein Teil dieser Arbeit bestand darin, die Wirkung des Griintee-Extrakts und ausgewahlter
Inhaltsstoffe (EGCG, Quercetin und Rutin) in der Kombination mit Endoxifen zu testen.
Dabei wurden die Zellen bei der kombinierten Gabe nur mit der halbierten Dosis der
Testsubstanzen konfrontiert im Vergleich zu den einzeln getesteten Stoffen. Die
Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass durch die Kombinationen sehr starke
Wirkeffekte auf die Brustkrebszellen mit maximaler Reduzierung der Lebendzellanzahl
erzeugt wurden. Es stellte sich daher die Frage, ob bei der gleichzeitigen Gabe von
Endoxifen und griinem Tee bzw. Flavonoiden eine kumulative Wirkung auftritt.

Eine genaue Differenzierung, ob die Wirkung auf die Zellen durch synergistische
Wirkeffekte zustande kam oder allein auf eine toxische Konzentration von Endoxifen
zurlckzufuhren war, konnte anhand der gewahlten Konzentration nicht endgultig
vorgenommen werden. Endoxifen zeigte in den einzeln getesteten Konzentrationen
(1 pg/ul; 6,2 ug/ul) ebenfalls eine starke Hemmung der Zellviabilitat und Proliferation. Eine
héhere Aussagekraft GUber kumulative Effekte kdnnte erreicht werden, indem weitere
Versuche besonders in geringeren Konzentrationsbereichen und variierender Dosierung
der Testsubstanzen durchfuhrt werden.

In der Literatur finden sich unterschiedliche Studien, in denen die therapeutische Wirkung
von Grintee bzw. Flavonoiden in Erganzung zu herkdmmlichen Medikamenten in der
Krebstherapie gezeigt wurden. Xing et al erstellten dementsprechend eine Ubersicht mit
den wissenschaftlichen Ansatzen der letzten Jahre [181].

Im Forschungsrahmen der Brustkrebstherapie wurde besonders das Flavonoid EGCG in
Kombination mit Tamoxifen wiederholt an humanen Zelllinien getestet. Dabei konnte in
Abhangigkeit von der verwendeten Dosis der Testsubstanzen eine synergistische
Wirkung festgestellt werden [54, 143, 145].

Grlner Tee gilt in ergdnzender Anwendung zur Schulmedizin als aussichtsreiches Mittel
in der Krebstherapie [54, 102, 181]. Fujiki et al. fassten erfolgsversprechende Ergebnisse
verschiedener Studien zusammen und unterstrichen das antikanzerogene Potenzial von
Gruntee sowohl in der Kombination mit dem SERM Tamoxifen als auch mit anderen
etablierten Medikamenten, v.a. Zytostatika und NSAIDs [54].

Diese Arbeit stellt eine Pilotstudie dar und deutet auf eine moégliche kumulative Wirkung
zwischen Endoxifen, als aktivem Metabolit des Tamoxifen, und Grintee-Extrakt hin. Die
Effekte konnten in dieser Arbeit und in anderen Studien ebenfalls bei ER-negativen
Brustkrebszellen festgestellt werden und bieten daher mdgliche Ansatzpunkte in der
besonders schwierigen Therapie des triple-negativen Mammakarzinoms.

Genauere Erkenntnisse und das Verstéandnis des molekularen Wirkmechanismus
erfordern weitere Forschung. Perspektivisch kénnte der Einsatz einer geringeren Dosis
von Tamoxifen bzw. Endoxifen zu einer Reduktion von begleitenden Nebenwirkungen
fuhren. Fur die Patientinnen ergabe sich durch die erganzende Gabe von grinem Tee
eine gesteigerte Lebensqualitat unter Bewahrung des therapeutischen Effekts.
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5.1.4 Stoffwechselanalyse

Zur erganzenden Beurteilung der Vitalitdt der behandelten Zellen wurden der pH-Wert
sowie der Glukose- und Laktatgehalt in den Zelliberstdnden nach Inkubation mit den
Testsubstanzen bestimmit.

Tumorzellen haben wegen ihres beschleunigten Wachstums einen gesteigerten
Energiebedarf, der in Form anaerober Glykolyse gedeckt wird. Auch veranderte
Umgebungsbedingungen von Zellen bzw. progressiver Zelltod verursachen Stérungen
oxidativer Prozesse und resultieren in anaerober Glykolyse. Durch instabile
Plasmamembranen werden u.a. Laktat freigesetzt und der Extrazellularraum angesauert
[66, 69].

Aus den Ergebnissen der Stoffwechselanalyse in dieser Arbeit war ersichtlich, dass im
Vergleich zum reinen Medium der Glucose-Gehalt im Uberstand beider Zelllinien sowohl
bei den Tumorzellen als auch unter zusatzlicher Einwirkung der Testsubstanzen
gleichermalien gesenkt war. Dabei konnte nicht differenziert werden, ob und inwiefern die
Testsubstanzen den Metabolismus der Tumorzellen beeinflussten. Allerdings ist laut
Kallio et al. davon auszugehen, dass bereits unter Einsatz geringer Tamoxifen-Mengen
sowohl MCF-7- als auch MDA-MB-231-Zellen nach kurzer Einwirkzeit absterben und
somit der toxische Einfluss der in dieser Arbeit verwendeten Testsubstanzen eine
veranderte Stoffwechsellage und den anschlieRenden Zelltod bedingte [87].

Die gemessenen Laktat-Konzentrationen nach Inkubation mit den Testsubstanzen zeigten
bei beiden Zelllinien im Vergleich zum Medium grofitenteils erhdhte Werte. Erklart werden
koénnte dies nach Zugabe der Testsubstanzen einerseits durch zytotoxische Effekte, die
zu einer Schadigung der Zellmembran und resultierender Laktat-Freisetzung in den
extrazellularen Raum fuhrten. Die stark erhdohten Laktat-Werte im Zelliberstand nach
Gabe von Estradiol bzw. bei den Tumorzellen im reinen Medium hingegen kdnnten aus
einer stattfindenden Zellproliferation resultieren, die einhergeht mit anaerober Glykolyse
[66, 69, 77].

Auf Grundlage der oben genannten Uberlegungen beziglich der Laktat-Anreicherung
durch verstarkte anaerobe Glykolyse konnte im Vorfeld eine leichte Ansduerung der
Zelliberstande nach Inkubation mit den Testsubstanzen im Vergleich zum pH-Wert des
reinen Mediums vermutet werden. Dieses galt ebenfalls flr proliferierende Tumorzellen in
reinem Medium [77]. Wider Erwarten befanden sich die gemessenen pH-Werte im
Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit im basischen Bereich. Eine mdgliche
Erklarung konnte sein, dass die einmalige Messung des pH-Werts nur eine
Momentaufnahme darstellt und sich bei mehrfach durchgefihrten Messungen in gewissen
zeitlichen Abstanden ggf. eine Tendenz der extrazelluldren pH-Werte in den sauren
Bereich abgezeichnet hatte.

Innerhalb der Testsubstanzen fielen die Stoffwechselparameter des unverdinnten
Gruntee-Extrakts auf. Im Vergleich zum reinen Medium waren die extrazellulare Glukose-
Konzentration erhéht und die Laktat- und pH-Werte unverandert. Das kénnte darauf
hinweisen, dass der 100 %-ige Extrakt keine so starke Wirkung auf die Zellen entfaltete
wie seine Verdlnnungen (Abschnitt 5.2). Dies wirde mit den sich ebenfalls abhebenden
Ergebnissen fur den unverdinnten Grintee-Extrakt bei den anderen Zelltests
Ubereinstimmen und bedarf genauerer Klarung durch weitere Forschung.

75



6 Methodenkritik

6 Methodenkritik

Fir diese Arbeit wurde die Teesorte Bancha verwendet, welche besonders im
ostasiatischen Raum als Alltagstee getrunken wird und reprasentativ flur einen haufig
konsumierten Griintee steht [41].

Bereits die Auswahl der Teesorte sollte flir Forschungszwecke und perspektivisch fir den
therapeutischen Einsatz beziglich des Wirkungspotenzials beachtet werden, weil unter-
schiedliche Anbau- und Herstellungsmethoden sowie Lagerungsbedingungen zu einer
unterschiedlichen Qualtitdt und Zusammensetzung des griinen Tees fuhren [3].

Der in dieser Forschungsarbeit verwendete Griintee-Extrakt wurde durch ein mikro-
wellenbasiertes Extraktionsverfahren hergestellt. Beim Nachweis der Inhaltsstoffe mittels
HPLC war unter gegebenen Voraussetzungen nur eine qualitative Analyse mdég-lich.
Dadurch konnte keine Aussage uber die genaue Menge der Catechine im Grlintee-Extrakt
getroffen werden. Fur weitere Forschungsansatze von grinem Tee sollte beachtet
werden, dass die Quantifizierung der Tee-Inhaltsstoffe essentiell fir den Vergleich mit
Konzentrationswerten aus Literaturangaben ist und in Bezug auf den klinischen Nutzen
fur die Einordnung in therapeutische Bereiche bendtigt wird.

Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Zelltests stellen etablierte Verfahren dar. Flr
differenziertere Testergebnisse missten eine grolere Versuchsanzahl sowie eine An-
passung der Substanzkonzentrationen erfolgen. Eine Mdglichkeit ware das Testen des
Grintee-Extrakts zusatzlich in den Verdinnungsstufen 5 %, 2,5 %, 1 % und 0,5 %, um ein
Dosis-Wirkungs-Profil erstellen zu konnen.

Unter Betrachtung der Ergebnisse der durchgefiuihrten Zelltests ist anzunehmen, dass der
100 %-ige Extrakt keine Wirkung auf die Zellen hatte. Besonders fiel dies im Vergleich zu
den verdunnten Lésungen (50 %, 20 %, 10 %) des Gruntee-Extrakts auf, welche in der
Gesamtbetrachtung der Versuche eine starkere zellhemmende und antiproliferative
Wirkung entfalteten. Eine mdgliche Erklarung daflr ware ggf. das Vorhandensein zu
grolRer Teeblatt-Bestandteile, welche an den Zellen keine Wirkung entfalten kénnen. Auf
eine ausreichende Losung der Tee-Inhaltsstoffe sollte durch ein prazises und sorgfaltiges
Vorgehen bei der Extraktherstellung geachtet werden.
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Der Grine Tee und die enthaltenen Flavonoide EGCG, Quercetin und Rutin weisen
vielfache Wirkungen und ein groRes Potenzial bezlglich des praventiven als auch des
supplementaren Einsatzes in der Krebsbehandlung auf. Xiang et al. erstellten eine
Ubersicht mit epidemiologischen Nachweisen, dass ein regelmaRiger Teekonsum im
Zusammenhang mit einem veringerten Brustkrebsrisiko steht [180].

In einer Tasse Griintee sind normalerweise etwa 100 bis 200 mg Polyphenole enthalten
[91]. Die Teepflanze Camellia sinensis wird bereits in Form eines Teegetranks bzw. als
festes Krauterpraparat zur oralen Aufnahme von der Europaischen Arzneimittel-Agentur
(EMA) als pflanzliches Arzneimittel anerkannt. Dabei sollten aufgrund des Koffein-Gehalts
nicht mehr als finf Tassen Griner Tee pro Tag getrunken werden [71, 72]. Die
Europaische Behoérde fiur Lebensmittelsicherheit (EFSA) prifte in  einem
wissenschaftlichen Gutachten die klinische Sicherheit der in Grintee vorhandenen
Catechine, u.a. bezlglich eines toxischen Einflusses auf die Leber. Das Risiko flr das
Auftreten unerwiinschter Nebenwirkungen beim Konsum von Griintee konnte als niedrig
eingestuft werden [184]. Darauf aufbauend ist es in Zukunft dringend erforderlich, weitere
Erkenntnisse bezglich der Inhaltsstoffe und des Nebenwirkungsprofils von Griinem Tee
fur eine sichere therpeutische Anwendung zu gewinnen.

Aufgrund der breiten biologischen Aktivitat bieten Flavonoide ein groRes Potenzial in der
Vorbeugung von Atherosklerose und Kklinisch resultierender Krankheiten wie u.a.
Myokardinfarkt und Apoplex [112, 117, 166]. Auch in der Pravention und Behandlung von
Krebserkrankungen kénnten Flavonoide zukunftig in Ergénzung zur Schulmedizin von
Nutzen sein. In verschiedenen Studien wurde die Wirkung auf molekularer Ebene u.a.
durch Abbruch des Zellzyklus, Férderung der Apoptose, Reduktion oxidativer Prozesse
sowie durch Hemmung der Proliferation von Krebszellen festgestellt [23, 73, 94, 138]. Die
entsprechenden Signalwege sollten zukunftig fur ein besseres Verstandis der
Wirkmechanismen und der Einflussfaktoren naher untersucht werden.

Das Mammakarzinom tritt haufig auf und ist derzeit besonders bei negativem
Hormonrezeptorstatus schwer zu bekampfen. Bei anndhernd drei von zehn Frauen
betragt das Alter bei Erstdiagnose der Krankheit unter 55 Jahren [189, 190]. Es gibt
verschiedene Ansatze, um die Therapie fir die Patientinnen mdglichst optimal und
individuell zugeschnitten zu gestalten. Seit September 2019 |auft die randomisierte
klinische Studie TAMENDOX, bei der u.a. erganzend zur standardmafligen Tamoxifen-
Therapie eine Zugabe von niedrigdosiertem Z-Endoxifen bei Patientinnen mit
eingeschrankter CYP2D6-Aktivitat erfolgt. Supplementiert wird individuell angepasst nur
die fehlende Menge an Endoxifen, die bis zum Erreichen einer wirksamen Konzentration
im Blut notwendig ist. [57, 160].

Komplementarmedizinische Ansatze in der Tumortherapie kénnten zu einer reduzierten
Nebenwirkungsrate beitragen. Die kombinierte Anwendung von Phytotherapeutika mit
Endoxifen zeigte in dieser Forschungsarbeit sowie in anderen Studien
erfolgsversprechende Ergebnisse [113, 145]. Allerdings erweist sich die synthetische
Herstellung von Flavonoiden mit einer bestandigen Stabilitat als komplex. Geeignet fur die
Anwendung als bioaktive Substanzen waren u.a. methylierte Flavonoid-Derivate [177].
Auch Prodrugs scheinen eine verbesserte Bioverfugbarkeit aufzuweisen [4, 84, 103].
ZukUnftig sollten diese Forschungsansatze sowie mdgliche kumulative Effekte bei
erganzender Anwendung zur Schulmedizin in-vitro und in-vivo weiterhin verfolgt werden.
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Die Wissenschaft befasst sich im Rahmen einer angestrebten Optimierung der
Krebsbehandlung zunehmend sowohl mit den praventiven als auch mit den
therapeutischen Mdoglichkeiten von Phytotherapeutika. In dieser Forschungsarbeit soll
Uberprift werden, ob sich Griner Tee und seine Bestandteile perspektivisch flr den
erganzenden Einsatz in der Brustkrebstherapie eignen. Dafir wurden die vielfaltigen und
besonders die antikanzerogenen Wirkungen von griinem Tee sowie seiner Inhaltsstoffe
EGCG, Quercetin und Rutin dargestellt und an estrogenrezeptor-positiven und -negativen
Brustkrebszellen (MCF-7 und MDA-MB-231) in-vitro mithilfe verschiedener Methoden
getestet. Die Untersuchungen fanden ebenfalls im Vergleich und in Kombination mit
dosisreduziertemm Endoxifen statt, dem bioaktiven Metaboliten des etablierten
Brustkrebsmedikaments Tamoxifen. Dabei stellte sich die Frage nach einem potenziell
synergistischen Wirkeffekt.

Im Rahmen der experimentellen Untersuchungen dieser Arbeit wurde handelsublicher
Bancha-Tee in 70 %-igem Ethanol gelést und mittels mikrowellenbasierter Extraktion
aufbereitet. In der anschlieRenden HPLC-Analyse erfolgte der Nachweis der Inhaltsstoffe
EGCG, Quercetin und Rutin in dem gewonnenen Grintee-Extrakt. Mithilfe einer
immunhistochemischen Charakterisierung wurde der Rezeptorstatus der verwendeten
Zelllinien Uberprift. Dabei bestatigte sich, dass die MCF-7-Zellen den Estrogen- und
Progesteronrezeptor exprimieren, wahrend MDA-MB-231-Zellen sich als hormonrezeptor-
negativ erwiesen. Die anschlieiend durchgefiihrten Zelltests basierten auf der Messung
der Zellviabilitit anhand des ATP-Gehalts, der Bestimmung der Zytotoxizitat durch
Detektion einer Dead-Cell-Protease-Aktivitat sowie der Ermittlung der Zellproliferation
mithilfe eines BrdU-Tests nach 24-stiindiger Inkubation mit den Testsubstanzen. Die
Ergebnisse zeigten bei Gabe der einzelnen Testsubstanzen auf die Zellen grotenteils
hemmende Effekte, die konzentrationsabhangig auftraten. Eine starke zytotoxische und
antiproliferative Wirkung zeigten jeweils der Grintee-Extrakt und Endoxifen, wohingegen
die getesteten Flavonoide EGCG, Quercetin und Rutin als Reinsubstanzen eine eher
geringe bis gar keine Wirkung hatten. Dies entsprach Angaben aus der Literatur und
bestatigte Beobachtungen, die einen starkeren Wirkeffekt von Flavonoiden in kombinierter
Verabreichung feststellten. Die genauen molekularen Mechanismen sind noch nicht
geklart und bedirfen weiterer Forschung.

In der Kombination mit Endoxifen zeigten alle Testsubstanzen eine starke viabilitats- und
proliferationshemmende Wirkung auf die Brustkrebszellen. Dabei konnte unter den
gegebenen Bedingungen nicht differenziert werden, ob es sich um kumulative Effekte
handelte oder ob die Wirkung allein von Endoxifen ausging.

Im Vergleich der beiden Zellreihen wurden nahezu keine Unterschiede in der Wirkung der
Testsubstanzen festgestellt. Daraus kann abgeleitet werden, dass der Wirkmechanismus
von Gruntee und der Flavonoide u.a. Uber ER-unabhangige Signalwege erfolgt, was v.a.
fur Therapieansatze des triple-negativen Mammakarzinoms von gro3em Interesse ist.
Zusammenfassend ist unter Bericksichtigung der Erkenntnisse dieser Arbeit und der
vielversprechenden Studienlage zu empfehlen, die Forschung an griinem Tee und seinen
Inhaltsstoffen in-vitro und in-vivo fortzusetzen. Besonders der erganzende Einsatz von
Griuntee in der Brustkrebstherapie, z.B. in Kombination mit Endoxifen in geringerer Dosis,
bietet grofles Potenzial, unter Verringerung von Nebenwirkungen adaquate
Therapieerfolge und eine gesteigerte Lebensqualitdt der Patientinnen zu erreichen.
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Thema der Dissertation:

Die Wirkung von grinem Tee und seinen Bestandteilen Epigallocatechingallat (EGCG),
Quercetinund Rutin im Vergleich sowie in Kombination mit Endoxifen auf maligne hormon-
rezeptorpositiveund -negative Mammakarzinomzelllinien(MCF-7und MDA-MB-231).

Verfasst von Wenke Hlawa, geboren am 16.01.1995 in Ribnitz-Damgarten.
1. Brustkrebs stellt die meist auftretende Tumorerkrankung und zugleich haufigste
Ursache krebsbedingter Todesfélle bei Frauen dar.

2. Die Therapie des Mammakarzinoms gestaltet sich komplex und bedarf bei jeder
Frau eines individuell angepassten Therapieansatzes.

3. Der Einsatz von Tamoxifen ist in der adjuvanten Systemtherapie des Mamma-
karzinoms etabliert, verzeichnet aber zahlreiche Nebenwirkungen.

4. Der aktive Metabolit von Tamoxifen ist Endoxifen.

5. Komplementadre Heilmethoden nehmen einen wachsenden Stellenwert in der
modernen Krebstherapie ein.

6. Grluner Tee enthalt u.a. die Flavonoide EGCG, Quercetin und Rutin. Dabei stellt
EGCG die Hauptkomponente dar.

7. Flavonoide kombiniert verabreicht wirken starker als die einzelne Gabe.

8. Der Konsum von und die Substitution mit grinem Tee haben praventives sowie
therapeutisches Potenzial beziglich des Erkrankungs- und Rezidivrisikos sowie in
der Bekampfung von Brustkrebs.

9. MCF-7-Brustkrebszellen exprimieren Estrogen- sowie Progesteron-Rezeptoren,
wohingegen MDA-MB-231-Zellen hormonrezeptor-negativ sind.

10. Gruntee-Extrakt sowie seine synthetisch hergestellten Bestandteile EGCG,
Quercetin und Rutin wirken in-vitro zytotoxisch auf MCF-7- und MDA-MB-231-
Brustkrebszellen und hemmen die Proliferation.

11. Endoxifen hat in-vitro einen zytotoxischen Effekt sowohl auf die hormonrezeptor-

positiven MCF-7-Zellen als auch auf die hormonrezeptor-negativen MDA-MB-231 -
Brustkrebszellen.
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12.

13.

14.

15.

16.

Gruntee-Extrakt sowie seine synthetisch hergestellten Bestandteile EGCG,
Quercetin und Rutin wirken in Kombination mit Endoxifen in-vitro stark
viabilititshemmend und antiproliferativ auf MCF-7- und MDA-MB-231-Brustkrebs-
zellen. Moéglichweise besteht ein synergistischer Wirkeffekt.

Zur Untersuchung einer kumulativen Wirkung unter der kombinierten Applikation
von Gruntee-Extrakt und Endoxifen sollten weitere Dosis-Wirkungs-Beziehungen
bei Mammakarzinomzellen getestet und eine hohere Anzahl an Zelltests durch-
gefuhrt werden.

Flavonoide, speziell EGCG, weisen durch den Metabolismus im menschlichen
Korper nur eine geringe Bioverfligbarkeit auf. Weitere Forschung hinsichtlich des
molekularen Wirkmechanismus und in-vivo-Studien sind notig fur einen opti-
mierten und sicheren therapeutischen Einsatz am Menschen.

Durch die Wirkung von Endoxifen auch auf hormonrezeptor-negative Zellen ergibt
sich Potenzial fir Behandlungsansatze des schwer therapierbaren triple-negativen
Mammakarzinoms.

Weitere Untersuchungen der antikanzerogenen Wirkung von grunem Tee und
Flavonoiden auch in Kombination mit herkdmmlich eingesetzten Medikamenten in
Erganzung zur Schulmedizin sind im Hinblick auf einen in Zukunft mdglichen
therapeutischen Einsatz zu empfehlen.
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Das folgende Poster wurde fir die Prasentation der Ergebnisse dieser Forschungsarbeit
im Rahmen der 133. Tagung der NGGG am 14. und 15. Juni 2019 in Lineburg erstellt.
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Traditio et Innovatio

Die Wirkung von griinem Tee und seinen Bestandteilen Epigallocatechingallat (EGCG),
Quercetin und Rutin im Vergleich sowie in Kombination mit Endoxifen auf maligne
hormonrezeptorpositive und -negative Mammakarzinomzelllinien (MCF-7; MDA-MB-231

Hlawa W, Oelbel,
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Einleitung
Den in Griintee enthaltenen Flavonoiden werden
praventive und heilende Eigenschaften fir u.a.

onkologische Erkrankungen nachgesagtl2 Ziel dieser
Studie soll sein, die antiproliferative und zytotoxische
Wirkung von Griintee-Extrakt und seinen Bestandteilen
auf zwei humane Mammakarzinomzelllinien in vitro zu
untersuchen und vergleichend sowie in Kombination mit
Endoxifen zu messen.

Abb. 1: Immunhistochemie der MCF-7-Zelllinie
A:ER-q positi; B: ERB positiv; C: PR positic; D: Negativkontrolle

Material & Methoden

Herstellung des Griintee-Extrakts
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Abb. 2: Immunhistochemie der MDA-MB-231-Zelllinie
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