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EINLEITUNG

. EINLEITUNG

Erkrankungen der Brust sind ein haufiges Krankheitsbild, von dem viele Frauen im Laufe ihres
Lebens betroffen sind. Oft zeigen Betroffene ein Interesse an Behandlungsmethoden, die tUber
die Schulmedizin hinausgehen, wie beispielsweise die Homdopathie.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Wirkung eines homoéopathischen Arzneimittels auf ver-

schiedenen Mammagzelllinien.

1.1 DAS MAMMAKARZINOM

Unter der Bezeichnung Mammakarzinom sind einige histologisch unterschiedliche Karzinome
zusammengefasst, die sich sowohl phanotypisch als auch in ihrer Malignitat sehr unterschei-
den. Man differenziert vor allem prainvasive (/n-situ) -Karzinome (z.B. DCIS) und invasive Kar-
zinome (lobulare bzw. duktale). Mit ca. 28 % stellt das Mammakarzinom die haufigste Krebs-
erkrankung der Frau dar. Bei den 35-50-jahrigen Frauen des globalen Nordens ist es die hau-
figste Todesursache'.

Brustneoplasien kénnen nach ihrer Dignitat in benigne, semimaligne und maligne Tumore ein-
geteilt werden. Das Mammakarzinom zahlt zu den malignen Tumoren. Zu den benignen Er-
krankungen gehdrt beispielsweise das Fibroadenom, Papillom, Lipom und die fibros-zystische
Mastopathie. Letztere kann wiederum zum bosartigen Mammakarzinom entarten. Der Phylloi-

des-Tumor dagegen wird als semimaligne beschrieben'".

1.1.1 EPIDEMIOLOGIE

Das Mammakarzinom der Frau weist die grofte Pravalenz unter den weiblichen Krebserkran-
kungen auf'”%5 (Abbildung 1), sowohl in Landern des globalen Nordens als auch des globalen
Stdens?'. Mit 56 % aller statistisch erfassten Brustkrebserkrankungen weltweit, zeigt der glo-
bale Norden (vor allem USA und Nordeuropa) eine deutlich hdhere Inzidenz im Vergleich zu
Asien und Afrika''8. Weltweit sterben von 1,5 Millionen erkrankten Frauen 450 000 pro Jahr.
Bei zurlickgehender Sterblichkeit nimmt jedoch die Inzidenz weiter zu''®1%%176_ Die Behand-
lung und Pravention von Krebserkrankungen gewinnen durch die steigende Lebenserwartung
immer mehr an Bedeutung. Allein im Jahr 2017 erkrankten in Deutschland ca. 70 000 Patien-
tinnen neu an Brustkrebs, 1 % der Betroffenen sind Manner®. Davon sterben tber 18 000
Frauen und knapp 200 Manner pro Jahr. Das Mammakarzinom ist in Deutschland die haufigste
Krebstodesursache der Frau?”. Damit leidet statistisch mehr als jede achte Frau im Laufe ihres
Lebens an einem Mammakarzinom'’, was einem Lebenszeitrisiko von 12,5 % entspricht °. In

Deutschland liegt das mittlere Erkrankungsalter etwa bei 63 Jahren'®.




EINLEITUNG

Trotz steigernder Inzidenz sinkt die Mortalitat, dank stets besser werdender Diagnostik und
modernisierter, multimodaler Therapiekonzepte?®. Da Uibliche Therapieverfahren, wie zum Bei-
spiel Strahlen- und systemische Chemotherapie, oft starke Nebenwirkungen verursachen, ha-
ben die Betroffenen haufig den Wunsch, Gber ihre Therapie mitentscheiden zu dirfen und Gber
alternative Therapiemdoglichkeiten aufgeklart zu werden. So winscht sich laut einer Quer-
schnittsstudie die Mehrzahl der Brustkrebspatientinnen tiber Angebote der Komplementarme-
dizin aufgeklart zu werden'®. AuRerdem nutzen bereits tiber 60 % der befragten Patientinnen
erganzende Therapieoptionen zusétzlich zur Standardtherapie'®. Die Brustkrebspatientinnen
gehoéren zu den am meisten interessierten Personen an komplementaren Therapieansatzen,
verglichen mit Patientenkollektiven anderer Tumorentitaten''®. Dies zeigt beispielhaft den vor-
handenen Bedarf am Forschungsgebiet der komplementaren Onkologie, um bestehende The-

rapien weiter ergéanzen zu kénnen.
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ABBILDUNG 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016 (RKI 2019)%7.

1.1.2 ATIOLOGIE - RISIKOFAKTOREN

Es gibt diverse Faktoren, die das Risiko im Laufe des Lebens an Brustkrebs zu erkranken
erhohen. Zu den bedeutsamsten Risikofaktoren zahlen das weibliche Geschlecht, die familiare
Vorbelastung und das Alter''°, Letzteres stellt den wichtigsten Risikofaktor fiir die Entstehung
eines Mammakarzinoms dar. Das Risiko einer 80-jahrigen, an Brustkrebs zu erkranken, liegt

bei 1:10, das einer 25-jahrigen hingegen bei 1:20 000°'"-1%, Es wird davon ausgegangen, dass
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bis zu 10 % aller Mammakarzinome in Verbindung mit einer erblichen Disposition stehen. Da-
bei ist in der Halfte der Falle der genetische Hintergrund bisher noch unbekannt'®. Mit einer
Mutation des Tumorsuppressorgenes BRCA 1 (Breast-Cancer-Gene-1) oder BRCA 2 sind
etwa 25 % aller erblichen Mammakarzinom assoziiert'”. Bei einer positiven Familienanamnese
muss beachtet werden, ob die Verwandten pra- oder erst postmenopausal erkrankt sind. Das
einseitige pramenopausale Auftreten eines Mammakarzinoms der Mutter erhéht das eigene
Risiko bereits um ca. 30 %, selbst auch zu erkranken. Das postmenopausale Erkranken einer
Verwandten 1. Grades erhoht das Risiko jedoch nicht signifikant?2.

Generell steigt das Brustkrebsrisiko, wenn eine Frau lange unter einem erhéhten Estrogenein-
fluss steht, also die Estrogenspiegel im Blut erhht sind®'. Der Estrogeniiberschuss ist als eine
der Hauptursachen fir Brustkrebs zu vermuten. Einerseits soll der HormonUberschuss durch
die Entstehung oxidativer Metabolite die DNA Schadigung beeinflussen, anderseits soll es
durch eine Bindung an den Estrogenrezeptoren zu einer manipulierten Genexpression mit wie-
derum steigender Zellproliferation und verminderter Apoptose kommen®'. Die ovarielle Tatig-
keit wird durch den Eintritt der Menarche und der Menopause definiert. Dadurch gelten eine
frihe Menarche (< 11 Jahre: 3-fach), eine spate Menopause (> 54 Jahre: 2-fach), und eine
ausbleibende oder erst spate Graviditat (Entbindung > 40 Jahre: 3-fach) als potenzielle Risi-
kofaktoren®'%5, Auf estrogenrezeptorpositive Erkrankungen wirkt sich dieser Estrogeneinfluss
starker aus, als auf ER-negative. Von auf3en zugefigte Estrogene zum Beispiel in Form von
oralen Kontrazeptiva (1,25 — 3,3-fach) oder einer Hormonsubstitution (1,36 — 1,63-fach) sind
kritisch abzuwéagen, da sie das Risiko ebenfalls erhdhen konnen?®'%, Bei zeitlich begrenzter

Applikation der oralen Kontrazeptiva gilt das Risiko jedoch nicht als erhéht®2.

Neben den endogenen Risikofaktoren spielen auch exogene Faktoren eine bedeutsame Rolle,
wie beispielsweise der Lebensstil und die Ernahrung'®. Eine Adipositas, die mit einem Body-
Mass-Index > 30 einhergeht, hat einen nicht unerheblichen Einfluss auf die Entstehung von
Brustkrebs (RR: 1,9- 2-fache)''"". Dafiir gibt es verschiedene Erklarungsansatze: Zum einen
kann es durch die Aromatisierung der Fettzellen bei postmenopausalen Frauen zu einer ge-
steigerten Estrogenproduktion kommen. AuRerdem konnte in in-vitro Versuchen eine Wech-
selwirkung zwischen Adipozyten und Mammazellen gezeigt werden, welche Einfluss auf den
Phanotyp, Motilitat und das Proliferationsverhalten nehmen kann'7:,

Als weiterer toxischer Einflussfaktor zeigt sich Alkohol fur die Entstehung von Brustkrebs mit-
verantwortlich. Dabei ist vor allem die Alkoholdosis und weniger die Kontinuitat des Trinkens
von Bedeutung'’3. So bringt bereits ein Konsum von > 20 g Ethanol/Tag ein um 1,5 bis 2-

faches erhdhtes Risiko zu erkranken'"".
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Auch Zigarettenkonsum stellt einen Risikofaktor fir die Genese von Brustkrebs dar. Dabei ist
vor allem bei Frauen, die bereits friih zu rauchen begannen, also vor oder wahrend ihrer Me-
narche, ein besonders signifikanter Risikoanstieg zu verzeichnen'"*. Selbst bei Passivrauche-
rinnen konnte inzwischen ein etwas erhohtes Risiko fiir Brustkrebs nachgewiesen werden?.
Dass der Lifestyle einen erheblichen Einfluss auf die Entstehung von Brustkrebs hat, wird auch
deutlich, wenn man sich beispielsweise vor Augen fihrt, dass das Brustkrebsrisiko der in Ja-
pan lebenden Japanerinnen deutlich niedriger liegt, als das von deren Landsleuten, die in den
USA leben. Es gehen dabei allein 60 % des Risikozuwachses auf die umgestellte, zunehmend
westlichere Ernahrung zuriick3":140.142,

Bis heute gilt die endgliltige Ursache des Mammakarzinoms als unbekannt, sie ist als Zusam-
menspiel von verschiedenen Veranderungen auf jeder einzelnen Ebene der Zellproliferation

und -regulation zu sehen'?.

1.1.3 PATHOLOGIE

Das Mammakarzinom wird mittlerweile als systemische Erkrankung mit einer lokalen Kompo-
nente gesehen. Bereits bei kleineren Tumoren ist eine Metastasierung uber Blut- und Lymph-
gefalle moglich. Das Mammakarzinom tritt topografisch am haufigsten im axillaren (oberen
auReren) Quadranten der Brust auf®’. Ausgangslage einer Tumortransformation einer somati-
schen Zelle ist meist eine DNA-Schadigung in Kombination mit fehlenden Reparaturmecha-
nismen und einigen Mutationen®®.

Brustkrebs kann entweder durch eine maligne Entartung in den Milchgangen (duktales Karzi-
nom) oder in den Drisenlappchen (lobuldres Karzinom) entstehen,

Analog dazu unterscheidet man bei den Vorstufen zum Krebs, den prainvasiven Stadien (Car-
cinoma in situ, CIS) LCIS und DCIS. Beim selteneren lobuléren Carcinoma in situ (LCIS) han-
delt es sich um eine Neubildung monomorpher Tumorzellen, welche von den Brustdri-
senepithelien der Drisenlappchen ausgehen. Charakteristischerweise wird es durch eine Ba-
salmembran begrenzt und zeigt in friihen Phasen atypische lobulare Hyperplasien. Es zeigt in
30 — 40 % ein multifokales Wachstum, bei dem beide Seiten betroffen sind®.

Das duktale Carinoma in situ (DCIS) wiederum stellt das haufigere CIS dar, es macht etwa 5
— 30 % aller Mammakarzinom aus. Aus Drlisenzellen, segmental entstehend mutiert es und
wachst in die Architektur des Drisenbaums ein. Zu Beginn ist es ebenfalls durch eine Basal-
membran begrenzt. Wenn ein CIS in ein invasives Mammakarzinom Ubergeht, zeichnet es
sich durch die Fahigkeit zu infiltrativem Wachstum und die Fahigkeit zum Metastasieren aus?.
In 50 — 80 % der Falle handelt es sich histologisch jedoch bereits um ein invasives Karzinom,
vor allem um das NST (,no special type“). Diese Subgruppe charakterisiert, dass sie keine

typischen Kriterien aufweisen, um sie einem der speziellen Typen zuweisen zu kénnen'3®. Die
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groRe Mehrheit, namlich 95 % der Mammakarzinome gehért zur Gruppe der Adenokarzi-
nome'®3,

Eine weitere wichtige Klassifikation des Tumors erfolgt anhand des Rezeptorstatus. Estro-
gene wirken auf mammare Drisenepithelzellen wachstumsférdernd und beeinflussen so die
Zelldifferenzierung. Fir Tumorzellen stellen sie dadurch wiederum einen Wachstumsreiz
dar®2. Sowohl von therapeutischer, als auch von prognostischer Bedeutung ist vor allem der
Estrogenrezeptor — a und — 8 (ER) und der Progesteronrezeptor (PR). Dabei weisen insgesamt
in etwa 80 % der Mammakarzinome einen hormonrezeptorpositiven Status auf (ER * und PR *).
Dieser Status zeigt sich prognostisch als glinstig, da er ein endokrines Therapieregime maglich
macht.

AuBerdem von Relevanz ist der HER2/neu-Status (,human epidermal growth factor receptor 2%).
Bei einer Uberexpression von HER2/neu besitzen Zellen einen epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF), dieser ist in etwa 12 — 20 % der Brustkrebsfalle positiv®2. Bei dessen Positivitat zeigt sich
wiederum eher eine schlechtere Prognose, da es haufiger zu positiven Lymphknotenbiopsien
kommt?”. Jedoch ist ein positiver HER2/neu-Status sowohl mit einem guten Ansprechen auf eine
Antikérpertherapie mit beispielsweise Trastuzumab assoziiert als auch auf ein gutes Ansprechen
mit Zytostatika wie Anthracycline oder Taxane assoziiert. Wenn immunhistochemisch weder ER,
PR oder HER2/neu nachgewiesen werden kénnen (ER -, PR -, HER2 -) spricht man von einem

» 1 riple-Negativen-Mammakarzinom®. Dies bringt die schlechteste Prognose mit sich, da keine re-
zeptorabhangige Therapie moglich ist. So ist weder eine Hormon- noch eine Antikérpertherapie
wirksam. Letztere ist von einem positiven HER2/neu-Status abhangig. In etwa einem Drittel der
Falle liegt bei einem , Triple-Negativen-Mammakarzinom® eine Mutation im BRCA-1 vor. Bei die-
ser Mutation handelt es sich um den bisher am haufigsten nachgewiesenen Gendefekt. Er fihrt
zu einer Steigerung des ,Life-Time-Risks" fiir ein Mammakarzinom auf bis zu 80 %73127:132,

Es gibt histologische Typen, die mit einem giinstigeren Krankheitsverlauf assoziiert sind, dazu
gehdren beispielsweise das tubulare und das invasive kribriforme Karzinom, sowie das gut diffe-
renzierte muzinése und das invasiv papillare Karzinom. Diese Typen sind meistens hormonre-
zeptorpositiv'®S. Das adenoidzystische Karzinom ist ein Beispiel flir ein haufig triplenegatives Kar-
zinom, das zwar lokal aggressiv wachst aber nur selten metastasiert und dadurch oft keine syste-

mische Therapie benotigt'.

1.1.4 DIAGNOSTIK

Um Neoplasien oder Tumoren der Mammae frihzeitig zu entdecken, stehen vielseitige diag-
nostische Methoden zur Verfugung. Bereits Uber die Anamnese und klinische Untersuchung
lassen sich wichtige Informationen gewinnen, wie zum Beispiel die individuelle Risikobelas-
tung oder das Vorhandensein klinischer Symptome, da Mammakarzinome sowohl sicht- als
auch tastbar sein kdnnen. Deshalb sollte zu Beginn jeder Untersuchung neben einer ausfihr-

lichen Anamnese auch die Inspektion und Palpation der Mammae stattfinden.
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Ein erstes klinisches Zeichen ist haufig ein derber, schwer verschieblicher Knoten. Dieser wird
in Uber der Halfte der Falle von den Patientinnen selbst entdeckt, weshalb die Motivation zur
monatlichen Selbstuntersuchung der Brust von elementarer Bedeutung ist'*°.

Jedoch kann ein Mammakarzinom auch erst in der entsprechenden bildgebenden Untersu-
chung erkannt werden, weshalb den apparativen Mdglichkeiten, zusatzlich zu den basisdiag-
nostischen MalRnahmen, eine wichtige Rolle zukommt. Sie werden hauptsachlich zur Diagno-
sesicherung genutzt'.

Bei suspektem klinischem Befund sollte ein bildgebendes Verfahren zum Einsatz kommen,
wobei das Alter der Patientin maRRgeblich entscheidet, auf welches Verfahren zurtickgegriffen
wird. Generell ist die Mammografie der Goldstandard in der bildgebenden Diagnostik des
Mammakarzinoms. Sie stellt Mikrokalzifikationen (< 200 ym) dar, die in etwa 30 % der invasi-
ven Mammakarzinome und 80 % der DCIS vorliegen'®. Letzteres bildet meistens keinen Kno-
ten und ist dadurch palpatorisch oft nicht zu ertasten, weshalb die mammografisch erkennba-
ren Mikroverkalkungen meist den entscheidenden Hinweis liefern. Je nach Dichte des Dru-
senepithels ergibt sich bei der Mammografie eine Sensitivitdt von 85 — 90 %. Da jlingere
Frauen Uber ein dichteres Drusenepithel verflgen, ist fur Frauen < 35 Jahre vorrangig die
Sonografie der Mamma und Axilla empfohlen'”'2%, Dabei stellt sich der Nachweis von Mikro-
kalk jedoch als nicht so zuverlassig dar und eine morphologische Unterscheidung ist nicht
moglich. Bei spezifischeren Fragestellungen bietet die mit Kontrastmittel unterstiutze MRT-Un-
tersuchung eine Option'":1%5,

Interventionelle MaRnahmen kommen meist zur endgultigen Diagnosesicherung zum Einsatz.
Mit der sonografisch gesteuerten Stanzbiospie steht hierfur eine wenig belastende und unter
direkter Kontrolle durchfiihrbare, sichere Methode der Gewebeentnahme zur Verfigung, die
eine pathologische Einschatzung ermoglicht. Bei ca. 60 % aller mammografisch suspekten,
nicht palpablen Auffalligkeiten liegt ein sonografisches Korrelat vor, was die sonografisch ge-
steuerte Mamma- oder Lymphknotenbiospie ermdglicht. Falls kein solches sonografisches
Korrelat besteht, muss die Biopsie unter mammaografischer Kontrolle oder MRT gesteuert er-

folgen™"135,

1.1.5 THERAPIE

Ist ein Mammakarzinom diagnostisch gesichert, stehen verschiedene Therapiemdglichkeiten
zur Verfigung. Dabei kann prinzipiell in drei Hauptsaulen unterschieden werden: die operative
Therapie, die Radiotherapie und die medikamentdse Therapie, die sich wiederum in dreierlei
Optionen aufteilt: die zytostatische, die endokrine, sowie die Antikdrpertherapie.

Bei einer friihen Entdeckung gilt Brustkrebs als heilbar '*°. Die Therapiemethoden kénnen bis

zum lokal fortgeschrittenen oder lokal rezidivierten Stadium immer noch eine kurative Perspek-
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tive bieten. Wenn bereits Fernmetastasen vorliegen, bleibt nur noch die palliative Vorgehens-
weise. Dabei steht vor allem die Systemtherapie im Vordergrund. Das Kollektiv aller von einem
Mammakarzinom Betroffenem zeigt eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 82 %%,

Welche Therapie letztendlich gewahlt wird, hangt von tumorbiologischen Parametern, wie Tu-
morgrofe, Ausbreitung, Hormonrezeptorstatus, Lymphknotenbefall und Fernmetastasen, die
Histologie des Primartumors und von individuellen Faktoren der Patientinnen ab.

Die operative Therapie kann sowohl brusterhaltend (BET) als auch radikal als Mastektomie,
hierbei jedoch meist als modifizierte, radikale Mastektomie (MRM), durchgefihrt werden. Einer
BET sollte zwingend eine adjuvante Radiatio folgen'" %1% dann zeigt diese Methode kein
schlechteres Outcome beziiglich des Uberlebens verglichen mit der MRM". Indiziert ist eine
MRM zum Beispiel bei einem inflammatorischen Mammakarzinom, bei Multizentrizitat, bei dif-
fus ausgedehnten Kalzifikationen, bei Kontraindikationen zu einer Nachbestrahlung nach BET
oder auch bei Wunsch der aufgeklarten Patientin. Inzwischen wird die anschliel3ende totale
axillare Lymphknotendissektion (ALND) nach Operation nicht mehr zwingend bei allen invasi-
ven Karzinomen mit positiven Sentinel-Lymphknoten durchgefuhrt. Bei der Sentinel-Lymph-
knoten-Technik (SLNE) wird das nuklearmedizinische Verfahren der Lymphabfluss-Szintigra-
phie eingesetzt, wodurch der Wachterlymphknoten detektiert wird. Sie wird bevorzugt, wenn
nicht mehr als 2 Makrometastasen vorhanden sind, ein Tumorstadium T1 oder T2 vorliegt,
eine adaquate adjuvante medikamentése Tumortherapie moéglich ist oder eine BET mit posto-
perativer Bestrahlung durch tangentiale Felder geplant ist. Die SLNE hat den Vorteil einer ge-
ringeren Morbiditat, ist aber im Stadium | und lla der ALND gleichwertig®®'25, Die Radiotherapie
ist nicht nur nach einer BET als adjuvante Therapie der betroffenen Brust und der angrenzen-
den Thoraxwand indiziert, sondern auch nach einer MRM bei Patientinnen mit einem bereits
fortgeschrittenen Tumorstadium (T3/T4) und mit einem hohen Lokalrezidivrisiko. So kann
durch eine adjuvante Radiatio das Risiko eines lokoregionalen Rezidivs gesenkt werden'%.
Der Befund ist auch fur die medikamentése Behandlungsschiene wegweisend. Zur Hormon-
therapie gehoren die SERM (z.B. Tamoxifen), Aromataseinhibitoren und GnRH-Analoga. Sie
werden in erster Linie bei positivem Hormonrezeptorstatus eingesetzt und kdnnen sowohl pri-
mar, adjuvant als auch palliativ verwendet werden®. Die Wirkung dieser Therapieoption be-
steht darin, dass der Proliferationsreiz, der von Estrogen ausgeht, fir die Tumorzellen gesenkt
wird. Tamoxifen beispielsweise blockiert die Estrogenwirkung (s. S. 21, 1.5.2 Endoxifen), die
Aromatasehemmer inhibieren in der Peripherie die Estrogensynthese und wirken vor allem in
den Adipozyten. Aromatasehemmer werden bevorzugt in der Postmenopause eingesetzt®?.
Die endokrine Therapie sollte, falls ebenfalls eine Chemotherapie durchgefiihrt wird, nach die-
ser begonnen werden.

Eine Chemotherapie mit Zytostatika wie beispielsweise Anthrazyklinen und Taxanen spielen

vor allem bei einem negativen Hormonrezeptorstatus (,triple-negativ®) eine wichtige Rolle.
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Dadurch kann die Krebsmortalitat um ca. 30 % gesenkt werden'%. Jedoch kénnen auch Pati-
entinnen mit hormonrezeptorpositiven Tumoren von einer adjuvanten Chemotherapie profitie-
ren, vor allem bei HER2/Neu-Negatvitiat'’:125,

Die Antikorpertherapie kommt bei Patientinnen zum Einsatz, deren Tumor HER2/neu tberex-
primiert (immunhistochemischer Score von 3 +) und mindestens einen Durchmesser von 1 cm
zeigt. Anti-HER2-Antikorper wie z.B. Trastuzumab oder Pertuzumab sollten fiir 12 Monate ge-
geben werden’.

Haufig werden von den Patientinnen auch komplementare Therapien angewandt (1.3 Kom-

plementarer Therapieansatz).

1.1.6 PRAVENTION

Die Pravention ist ein Baustein der Medizin, der immer mehr an Bedeutung gewinnt. Allein
durch das in Deutschland im Jahr 2005 eingefuhrte Mammografie-Screening gelang es, die
Sterblichkeit altersabhangig um 20 — 40 % zu senken'?’. Das sekundar-praventive Screening
ist fur alle Frauen zwischen dem 50. Und 69. Lebensjahr alle 2 Jahre zusatzlich zu den bishe-
rigen gynakologischen Vorsorgeuntersuchungen empfohlen'”. Fiir Frauen, die von einem ho-
hen familidren Risiko betroffen sind, gilt die Empfehlung flir das Mammografie-Screening be-
reits 5 Jahre vor dem familidren Erkrankungsalter'?’.

Die primare Pravention hat das Ziel dariber aufzuklaren, was zur Entstehung eines
Mammakarzinoms beitragt und wie man dies gegebenfalls verhindern oder zumindest das Ri-
siko vermindern kann. Beeinflussbare Risikofaktoren sollten im Rahmen der allgemeinen Vor-
sorgen reduziert werden, wie zum Beispiel das Gewicht bei Adipositas, oder der Alkohol- und
Nikotinkonsum (1.1.2 Atiologie - Risikofaktoren). Das Aufbauen einer korperlichen Fitness und
eine Ernahrungsumstellung hinsichtlich einer gesinderen Erndhrung sollen protektiven Ein-
fluss auf die Genese von Brustkrebs nehmen. So wird einer mediterranen Ernadhrungsweise,
bei der vor allem Obst und GemuUse sowie Vollkornprodukte konsumiert werden, sowie dem
Verzehr von mehrfach ungesattigten Fettsduren ein protektiver Effekt zugeschrieben3! %,
Empfohlen wird auRerdem fuinfmal pro Woche eine moderate kérperliche Aktivitat, dadurch
kann eine Risikoreduktion um bis zu 25 % erreicht werden334,

Die Empfehlung einer Chemopravention flr postoperative Patientinnen ist Teil der tertiaren
Pravention. Diese kann beispielsweise bei prdmenopausalen Patientinnen, die tber ein hohes
Erkrankungsrisiko und einen positiven Hormonrezeptorstatus verfugen uber funf Jahre mit
Tamoxifen erfolgen. Bei postmenopausalen Frauen mit erhdhtem Risiko empfiehlt man die

Einnahme eines Aromatasehemmers oder eines SERMs, da sie davon mehr profitieren'’+12%,
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1.2 BENIGNE BRUSTERKRANKUNGEN

Haufig 16sen Beschwerden in der Brust bei Frauen Verunsicherung und Angst aus, da vielen
Betroffenen bewusst ist, dass Brustkrebs eine relativ haufige Erkrankung ist. Allerdings wird
nur bei 3 — 6 % aller Patientinnen mit klinischen Symptomen ein Mammakarzinom detektiert.
Bei der Mehrheit liegt eine benigne Erkrankung vor'®?. Bisher liegt das Hauptaugenmerk auf
der Diagnostik und Therapie des Mammakarzinoms, es fehlen daher evidenzbasierte Hand-
lungsempfehlungen fur die benignen Erkrankungsbilder. Von diesen sind am haufigsten jun-
gere Frauen betroffen, so liegt der Erkrankungsgipfel zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr.
Bei typischen Leitsymptomen wie Schmerzen, Tastbefund und Mamillensekretion ist eine Kli-
nische, radiologische und bei Bedarf eine histopathologische Diagnostik gefordert, um ein Ma-
lignom auszuschlief3en. Diese Symptomatik ist jedoch auch typisch fir einige benige Differen-
tildiagnosen. Nach Ausschluss eines Karzinoms stehen die Linderung der Beschwerden, eine
ausflhrliche Beratung und gegebenenfalls eine weitere Uberwachung im Vordergrund. Be-
nigne Erkrankungen der Brust durfen nicht unterschatzt werden, da sie viele Frauen betreffen,
oftmals mit einem hohen Leidensdruck einhergehen und zum Teil Jahre lang anhalten®2154,

Bei den benignen Brusterkrankungen handelt es sich um eine heterogene Gruppe, die oftmals
mit Brustschmerzen einhergeht, beispielsweise bei der Mastodynie, jedoch unterschiedliche
Ursachen haben und meistens nur ein geringes Entartungsrisiko zeigen. Es lassen sich drei
Hauptgruppen abgrenzen, zu denen die entziindlichen Veranderungen (wie zum Beispiel die
Mastitis puerperalis / - non puerperalis), die Mastopathie (am haufigsten hier die fibrozystische
Mastopathie oder auch die radiare Narbe) und letztendlich die benignen tumordsen Verande-

rung (z.B. Papillom, Fibroadenom, Hamartom) gehoren351%2,

Anbei werden die wichtigsten und haufigsten benignen Veranderungen der Brust beschrieben.

1.2.1 MASTODYNIE

Ein Synonym fur die Mastodynie ist die Mastalgie, darunter versteht man Schmerzen der Brust,
die entweder spontan oder durch Beriihrung ausgelést vorkommen kénnen. Der Brustschmerz
ist keiner der oben genannten Gruppen zuzuordnen, da er sowohl mit anderen Erkrankungen
zusammen als auch alleine auftreten kann. Uber die Hélfte aller Frauen leidet unter Brust-
schmerzen, bei Uber einem Drittel dieser Betroffenen fihrt es zu einer Beeintrachtigung des
Alltags- und Sexuallebens. Am haufigsten sind die Schmerzen bei den Frauen um das 30.
Lebensjahr, zyklusabhangig, mit einem Hohepunkt von wenigen Tage pra- und perimenstruell.
Zyklusunabhangige Schmerzen dagegen kdnnen auch ein Hinweis fir eine maligne Erkran-
kung sein und bediirfen daher einer Abklarung®®'*2, Sie kommen vor allem bei Frauen in einem
mittleren Erkrankungsalter vor und sind schwierig zu therapieren. Zum Einsatz kann zum Bei-

spiel das Unterspritzen mit einem Lidocain/Methylprednisoloacetat — Gemisch kommen'%*,
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Zur Symptomlinderung der zyklusabhangigen Mastodynie tragen beispielsweise das Tragen
eines gut sitzenden Blistenhalters, eine regelmafige sportliche Aktivitat, Analgetikatherapie
(z.B. Diclofenc-Gel) und Entspannungstibungen bei. In Studien konnte auch gezeigt werden,
dass die 2-3 monatige Einnahme der Phytotherapeutika Leinsamen und Mdnchspfeffer zu ei-

ner Reduktion der zyklusabhangigen Mastodynie geeignet ist'%8.141,

1.2.2 MASTOPATHIE

Die Mastopathie ist die haufigste gutartige Erkrankung der Brustdrise, bei der es zu abnor-
men, proliferativen oder degenerativen Umbauprozessen des Brustdrisenparenchyms
kommt, die jedoch primar nicht von neoplastischer Natur sind'°. Mastopathie ist der Oberbe-
griff fur verschiedene klinische und pathologisch-anatomische Veranderungen des weiblichen
Brustdrisenparenchyms. Es handelt sich dabei nicht zwingend um Erkrankungen, sondern
teilweise eher um Stérungen der Entwicklung, Reifung und Rickbildung der Brustdrise. Daher

gestaltet sich der Ubergang zu Normvarianten flieBend %2

Die fibrozystische Mastopathie ist die haufigste Form, diese weisen ca. 50 % aller Frauen ab
dem 30. Lebensjahr auf. Bei dieser tumortsen Veranderung sind meist beide Briste betroffen.
Typisch ist eine zunehmende epithelisierte Zystenbilung, Fibrosierung und apokrine Metapla-
sie. Wie ausgepragt der jeweilige Befund ist, kann individuell sehr verschieden sein, aulterdem
konnen nur einzelne Quadranten oder das gesamte Organ betroffen sein'®'"'. Bei dieser
Form der Mastopathie handelt es sich grundsatzlich um keine neoplastische Erkrankung. Je-
doch kann sie sich unter spezifischen histopathologischen und klinischen Bedingungen mit
einem bis zu 50 %igem Risiko zu einem malignen Mammakarzinom entwickeln®'.

Vermutlich kommt es durch ein Ungleichgewicht der weiblichen Sexualhormone zu einer ver-
mehrten estrogenen Stimulation bei relativem Progesteronmangel. Es resultiert eine prolifera-
tive Umwandlung des Brustdrisenepithels und -mesenchyms. Ebenfalls kdnnen eine Hyper-
prolaktindmie, ein Progesteronmangel, eine Hyperandrogenamie und eine thyreoidale Fehl-
steuerung ursachlich sein'".

Bei 20 % der betroffenen Frauen zeigen sich Makrozysten, welche Symptome verursachen
kénnen wie Schmerzen oder einen Tastbefund (glatt, elastisch, mobil). Die relevanteste diag-
nostische Methode bei Zysten ist die Sonografie, in der sich Zysten als glatt begrenzte, rund-
liche, echoleere / - arme Herdbefunde darstellen lassen'®?. Diese sind von komplexen Zysten
sonografisch abzugrenzen, da letztere ein Malignomrisiko aufzeigen kdnnen und daher histo-
logisch abgeklart werden mussen.

Je nach Schweregrad kann sich die Erkrankung durch eine zyklusabhangige, pramenstruelle

Mastodynie und eine Knotenbildung, bis hin zur klassischen Schrotkugelbrust manifestieren.
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In der klinischen Untersuchung zeigt sich daher eine diffuse, druckdolente Verdichtung, welche
oftmals im oberen duReren Quadranten liegt'® 17",

Eine passende Therapie sollte individuell abhangig vom Krankheitsgrad und subjektiven Lei-
desdruck gewahlt werden. Einfache physikalische Mittel, wie die Kryotherapie, kénnen bereits
helfen. Hormonhaltige Medikamente, entweder gestagenhaltig oder anti-estrogenhaltige Mit-
tel, konnen lokal aufgetragen werden z.B. als Gele oder oral appliziert werden'”". Zu einer
Symptombesserung kénnen auch phytotherapeutische Extrakte auf Alkoholbasis, z.B. Nacht-
kerzenextrakte, flilhren®. GnRH-Analoga verringern den Estrogenspiegel Uber eine Senkung
des LH- und FSH-Spiegels und wirken so krankheitsmildernd'®. Die Ultima Ratio stellt in

schweren Fallen eine operative Knotenentfernung bis zur Mastektomie dar.

1.2.3 BENIGNE TUMOROSE VERANDERUNGEN

Gutartige Mammatumoren kdnnen sich sowohl aus Drisenepithel als auch aus Bindegewebe
entwickeln oder stellen Mischformen dar. Haufig fallen sie durch derb veranderte, tastbare

Strukturen auf. Am haufigsten kommen Fibroadenome und Milchgangspapillome vor'=®,

Mit einer Pravalenz von 25 % stellen Fibroadenome die haufigsten gutartigen Tumoren der
Brust dar. Sie zeigen einen Erkrankungsgipfel zwischen dem 15. und 35. Lebensjahr und be-
treffen somit haufig jiingere Frauen. Die Atiologie konnte bisher noch nicht vollstandig geklart
werden, man geht jedoch von einem hormonellen Einfluss aus. Dazu passend bilden sie sich
in der Menopause meist zurtick®. Im klinischen Tastbefund konnen sie eine GréRe von bis zu
3 cm erreichen. Sonografisch kdnnen Fibroadenome bei jungeren Frauen schnell wachsenden
Mammakarzinomen ahneln. Pathogonomisch hingegen entspricht ihr mammografisches Bild
einem glatt begrenzten Herdbefund mit popcornartigen Verkalkungen. Ein asymptomatisches
Fibroadenom bedarf meist keiner weiteren Therapie'®>'%4, Falls die Patientin Beschwerden
angibt, ein unklarer Befund vorliegt oder es der Wunsch der Patientin ist, besteht die Mdglich-
keit zur chirurgischen Exzision (> 2cm) oder zur sonografischen Vakuumsbiopsie'®2.

Phylloidtumoren, ca. 1 % aller Brusttumoren, gilt es davon abzugrenzen. Sie sind gekenz-
zeichnet durch Uberschielendes Wachstum der Stromazellen, erhohte Mitoseaktivitat, even-
tuellen stromalen Zellatypien, einer Rezidivneigung und hohem Metastasierungspotenzial,
weshalb sie wenn moglich mit einem Sicherheitssaum von 10 mm exzisiert werden sollen. Es
kann sich dabei histopathologisch um einen benignen, malignen oder einen Borderline-Tumor

handeln, die Einteilung kann jedoch nur am Operationspraparat erfolgen®%1%2,

Papillome sind mit 5 — 10 % relativ haufige Ursachen fiir benigne Neubildungen der Brust'®2.

Es handelt sich um intraduktale papillare Proliferationen, die ein baumartiges, fibrovaskulares
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Stroma, das von Drusenepithel und Myoepithel bedeckt ist, aufweisen. Dabei kommen epithe-
liale Hyperplasien relativ haufig vor, wobei Atypien eher selten vorkommen'®. Eingeteilt wer-
den sie in zentral gelegene, solitére intraduktale Papillome und in die meist peripher angesie-
delten multiplen Milchgangspapillome, welche auch Papillomatose genannt werden. Klinisch
imponieren sie oft durch spontane serése oder blutige Mamillensekretion, teilweise auch als
Tastbefund. Papillome stellen Risikolasionen dar, da sie mit einem gesteigerten Malignitatsri-
siko einhergehen. Bei Verdacht auf ein Papillom, sollte eine histologische Sicherung durch
eine Biopsie erfolgen. Es ist die Ubereinstimmung von Pathologie und Bildgebung zweifelsfrei
zu belegen, da unvollstandig entfernte Papillome wenn mdglich vollstandig zu exzidieren sind,

in jedem Fall beim Vorliegen von Atypien'521%4,

1.2.4 ENTZUNDLICHE BRUSTERKANKUNGEN

Die Entziindung der Brustdrise, die Mastitis, kann unterteilt werden in die Mastitis puerperalis,
wenn es im Zusammenhang mit der Laktation auftritt, oder in die Mastitis nonpuerperalis, wel-
che alle Mastitisformen auferhalb der Laktationszeit zusammenfasst. Mittlerweile kommen
beide Formen der Mastitis ungefahr gleich haufig vor, was vor allem daran liegt, dass in den
letzten Jahren aus bisher ungeklarten Grinden, die Inzidenz der Mastitis nonpuerperalis stark
gestiegen ist'*®. Seltenere entziindliche Brusterkrankungen sind zum Beispiel die granulomat-
Ose Mastitis oder die Aktinomykosen'®'%*, |st nur die Brustwarze entziindet, spricht man von

der Thelitis, welche vor allem durch Stillen auftreten kann.

Die Mastitis puerperalis, welche relativ haufig, bei etwa 17 % aller stillenden Mutter, meist in
den ersten drei Monaten post partum auftritt'%*, duRert sich durch Schmerzen, eine meist ein-
seitige, lokale Rotung, Uberwarmung und Schwellung der Brust, Fieber und Gliederschmerzen
sowie durch einen reduzierten Allgemeinzustand. Anhand der typischen Symptomatik kann
die Diagnose gestellt werden. Inkorrekte Stilltechniken, Stress und Schlafmangel zahlen zu
den Risikofaktoren, die eine Entstehung begiinstigen. Meistens liegt eine bakterielle Genese
zu Grunde, deren Erreger durch Epithellasionen im Bereich der Mamille eintreten kénnen. Bei
dem Erreger, der aus dem kindlichen Nasen-Rachenraum stammt, handelt es sich zu > 90 %
um Staphylococcus aureus'>'%2. Die Erreger konnen durch Aszension in Kombination mit ei-
nem bestehenden Milchstau dann eine Infektion verursachen. Friuhzeitige Diagnosestellung
und Therapiebeginn sind von zentraler Bedeutung, da es sich histologisch um eine phleg-
monodse Entzindung handelt, bei der es sekundar zur Abszedierung und Fistelbildung kom-
men kann. Therapeutisch am wichtigsten sind eine regelmaRige Milchentleerung der Brust und
eine frihzeitige Antibiose Uber mindesten 10 Tage. AuRerdem ist das Warmen der Brust kurz

vor dem Stillen und das Kiihlen in Phasen der Stillkarenz empfohlen. Wenn sich spatestens
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72 Stunden nach Therapiebeginn keine Besserung abzeichnet, sollte eine Abszedierung mit-
tels Sonografie ausgeschlossen werden. Beim Vorliegen eines Abszesses sollte dieser durch
Punktion entlastet werden. Wahrend des Krankheitsverlaufs ist es weiterhin moéglich zu stillen
oder Milch abzupumpen. Haufig kann die Mastitis puerperalis durch eine richtige Stilltechnik,

Vermeidung von Milchstauung und eine Pflege der Brustwarze vermieden werden'3%1%2,

Zu der non-puerperalen Mastitis gehdren alle bakteriellen und abakteriellen Entziindungen,
die nicht mit der Laktation zusammenhangen. Dazu zahlen alle Formen der periduktalen Masti-
tis, die seltene granulomatése Mastitis und auch iatrogen verursachte Entziindungen, bei-
spielswiese nach Bestrahlung oder Operation. Bei allen Patientinnen ab dem 35. Lebensjahr
ist es essentiell ein Mammakarzinom sicher auszuschlieRen. Dies sollte durch eine ausfihrli-
che Anamnese, eine klinischen Untersuchung und den Einsatz der passenden bildgebenden
Untersuchungsmethode (Sonografie oder Mammografie) erfolgen. Im Wesentlichen entspre-
chen die Symptome denen, der Mastitis puerperalis, jedoch kommt es nur selten zu einem
Anstieg der Korpertemperatur. Charakteristisch ist eine schmerzhafte Rétung der Brust, die
innerhalb weniger Stunden bis Tage entstanden ist'®.

Bei der abszedierenden Mastitis nonpuerperalis ist die sonografisch gestitzte Abszesspunk-
tion in Kombination mit einer Antibiose Uber mindestens 7 Tage die Therapie der ersten Wahl.
Kommt es rezidivierend zu einer non-puerperalen Mastitis ist oft eine Milchgangsfistel mit Fis-
telausgang im Bereich der Areola die Ursache, welche eine operativ durch Revision und Fis-

telgangexstirpation behandelt werden muss'®2,

1.3 KOMPLEMENTARER THERAPIEANSATZ

Unter Komplementarmedizin versteht man Methoden, die in Ergdnzung zur konventionellen
bewahrten Medizin (sog. Schulmedizin) wirken sollen und so vor allem auch zur Linderung von
Nebenwirkungen beitragen oder Stress und Angste verringern sollen. Dies steht bei den kom-
plementaren Therapien im Gegensatz zur herkdmmlichen Schulmedizin im Vordergrund, bei
der es primar um die Heilung der Erkrankung geht'®. Bisher gibt es keine allseits anerkannte
Definition fur diesen Begriff. Der Begriff sollte laut Medizinern nicht mit dem der ,Alternativme-
dizin“ verwechselt werden, da die Komplementarmedizin nicht als Alternative zur Schulmedizin
verstanden werden sollte, und daher etablierte konventionelle Verfahren nicht ersetzen
sollte’ %7, Vielmehr ist die komplementére Therapie dazu gedacht, bei Patientenwunsch die
herkémmliche Schulmedizin zu unterstitzen und mit ihr zusammen zu wirken. Von ,integrati-
ver Onkologie“ spricht man, wenn zur Unterstiitzung evidenzbasierter Tumortherapien kom-

plementéare Methoden eingesetzt werden'” % . Diese kdnnen sehr vielseitig sein und reichen
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von Homobopathie, Phyto- und Hydrotherapie, Uber physikalische Therapien bis zu Bewe-
gungstherapien®.

Inzwischen werden bereits weltweit Uber 40 % aller Tumorerkrankungen erganzend zur kon-
ventionellen Therapie komplementar behandelt, dabei ist die Tendenz stets steigend'?’. Durch
Tumoren erkrankte Patienten zeigen ein besonders hohes Interesse an komplementaren The-
rapiemethoden’. In Deutschland nutzt beispielsweise jeder zweite onkologische Patient wéah-
rend seines Krankheitsverlaufs bereits eine komplementarmedizinische Methode. Bei
Mammakarzinompatientinnen besteht ein besonderes Interesse, so nutzen tber 75 % mindes-
tens eine Methode der Komplementarmedizin'”831%7 Es zeigt sich ein typisches Nutzerprofil:
weiblich, eher jung mit einem hoheren Bildungsstand®. Dadurch wird ersichtlich, dass bei Pa-
tientinnen der onkologischen Gynéakologie, insbesondere von Brustkrebs Betroffene, ein Gber-
durchschnittlich hohes Interesse gegenuber komplementaren Therapieansatzen zeigen und
solche auch haufig Gebrauch finden. Immer haufiger finden komplementare Therapien Be-
ricksichtigung in Leitlinien. AulRerdem gibt es mittlerweile eine speziell auf Komplementarme-
dizin ausgerichtete S3-Leitlinie'®?. Daran wird deutlich, dass es fiir Arzte wichtig ist, sich in
diesem Bereich der Medizin ebenfalls auszukennen.

Ein potenzielles Risiko der Komplementarmedizin besteht, wenn Patienten ausschlieRlich auf
komplementare Behandlungsmethoden vertrauen und dadurch konventionelle Therapien ver-
nachlassigen. Aul3erdem bergen maogliche Interaktionen zwischen Nahrungsergénzungsmit-
teln oder Phytotherapeutika mit anderen Arzneimitteln und eine dadurch negativ beeinflusste
Wirksamkeit ein weiteres Risiko'”'”. Einige Phytotherapeutika werden deshalb aktuell noch
uberpruft, zum Beispiel fihrt die ,CAM-Cancer Webseite* (Complementary and alternative Me-
dicine for Cancer) Informationen zur statistischen Relevanz alternativer Therapien und Pflan-
zenstoffe auf, sowie Empfehlungen fiir Mediziner®. So heiltt es laut einer S3-Leitlinie beispiels-
weise, dass Sojaextrakt Nebenwirkungen wie Hitzewallungen verbessern kann, allerdings
auch eine abschwachende Wirkung auf die antihormonelle Therapie in-vivo und in-vitro zeigt"’.
Daher ist es wichtig, alle Patienten nach komplementaren oder alternativen Therapiemethoden
zu befragen und bei einer etwaigen Anwendung auf Risiken oder Wechselwirkungen mit Stan-
dardtherapien aufmerksam zu machen, wie es in der S3-Leitlinie des Mammakarzinoms eben-

falls empfohlen ist.
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1.4 HOMOOPATHIE

Die Homoopathie ist eine Heilmethode die bereits vor etwa 200 Jahren vom deutschen Arzt
Samuel Hahnemann (*1755 - 1+ 1843) mal3geblich begriindet und von ihm nahezu allein voll-
endet wurde®'. Sie beruht auf drei Grundprinzipien: der Ahnlichkeitspriifung, der Lebenskraft
und der Potenzierung’®.

Zur Zeit Hahnemanns kamen oft gefahrliche medizinische Behandlungen zum Einsatz, wie
beispielsweise die Therapie mit Aderlassen oder die hochdosierte Verabreichung von toxi-
schen Medikamenten, wie z.B. Quecksilber®®®'. Hinzukommt, dass damals das Verstandnis
der Naturgesetze noch nicht soweit ausgereift war wie heute, weshalb die Ideen Hahnemanns
weniger unglaubwiirdig erschienen als heute®®. So fanden seine selbst hergestellten homoo-
pathischen Arzneimittel eine hohe Nachfrage und seine Behandlungen flhrten zu einem bal-
digen, weltweiten Erfolg®*.

Heutzutage wird die Homoéopathie vor allem in Indien, Deutschland und Frankreich sowie Tei-

len Stidamerikas nachgefragt®.

1.4.1 DIE PRINZIPIEN

Ahnlichkeitsprinzip:

Im Jahr 1790 fiihrte Hahnemann einen Selbstversuch mit der Chinarinde durch, welcher spater
die Begriindung der Ahnlichkeitsregel darstellte’®. Durch 2-mal tagliches Kauen von 15 g Chi-
narinde, bemerkte er Symptome, die denen von an Malaria Erkrankten ahnelten. Dadurch zog
er den Rickschluss, dass Arzneimittel, die an Gesunden typische Krankheitssymptome erzeu-

gen, Erkrankte, die diese Symptome ebenfalls zeigen, heilen kdnnen.

Damit begrindete Hahnemann die Grundlagen der Homdopathie: ,Similia similibus curentur®

= Ahnliches werde durch Ahnliches geheilt®'-78.

Lebenskraft:

Hahnemann war der Meinung, dass es eine dem Organismus Ubergeordnete Kraft aller Le-
bensfunktionen gibt, welche unsichtbar das Leben in Gang halt. Wahrend volliger Gesundheit
wohnt diese geistartige Lebenskraft (Dynamis) in einem und der Geist kann sich dessen zu
gesundheits- und héheren Zwecken frei bedienen.

Bei Krankheit wiederum liegt eine Verstimmung der besagten Lebenskraft zugrunde, welche

sich in unterschiedlichen Symptomen &u3ern kann’®.
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Potenzierung:

Da oftmals sehr toxische Arzneimittel zur Anwendung kamen, entwickelte Hahnemann eine
weitere Methode, um unerwiinschte und starke Nebenwirkungen zu verhindern. Durch die Po-
tenzierung, welche auf Verdinnen und zwischenzeitliches Verschutteln (= Dynamisation) be-
ruht, fand er heraus, dass es zur Verringerung der Vergiftungserscheinungen kam, bei einer
gleichzeitigen Verstarkung der Arzneikraftt’.

Dies erfolgt, indem ein Teil der Urtinktur (= Extrakt) entweder mit 9 Teilen einer Alkohol- /
Wassermischung vermischt wird (£ 1:10 = D 1 fur dezi) bzw. mit 99 Teilen (2 1:100 = C 1 fur
centi). AnschlieRend wird es 100-mal mit gleichmaRiger Kraftaufwendung auf einen elasti-
schen, harten Boden gestof3en. Im folgenden Schritt wird wieder ein Teil der D 1 oder C 1
Losung mit jeweils 9 bzw. mit 99 Teilen einer Alkohol- / Wassermischung miteinander ver-
schittelt. So erhalt man nach obigem Schema die Potenzen D 2 bzw. C 2, dabei geben die
Zahlen hinter dem Buchstaben den entsprechenden Potenzierungsschritt an (Abbildung 2).
Heutzutage versteht man unter Tiefpotenzen die D-Potenzen (D 6 und D 12) oder C-Poten-
zen wie C 12. lhnen wird vor allem eine organotrope Wirkung nachgesagt. Zu den Hochpo-
tenzen zahlen die C-Potenzen (ab C 30) sowie alle hdheren Potenzen. Hierfir werden vor
allem Wirkungen auf der Geist-GemUts-Ebene zugeschrieben. Je hdhe die Potenzen, desto
hoher die Wirkung, weshalb das Arzneimittelbild und die Symptome des Patienten umso
besser Ubereinstimmen missen, je hdher die gewahlte Potenz ist, um unerwinschte Arznei-

mittelnebenwirkungen zu verhindern>378,
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P | Tropfen
:\‘ Y 1 Tropfen
". p
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Jeder Behiilter wird nach jedem Verdiinnungsschriu kriifig geschiittelt

ABBILDUNG 2: Herstellungsprinzip der Potenzierung bei homoopathischen Arzneimitteln. Neben der seriellen Ver-
dinnung findet nach jedem Schritt auch die Dynamisation statt®3. Aus Edzard Ernst: Heilung oder Humbug?
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1.4.2 KLINISCHE ANWENDUNG

In der praktischen Anwendung ist laut einigen Heilpraktikern die ausflihrliche Anamnese be-
sonders wichtig, da aufgrund dieser das probate Mittel gewahlt wird. Dabei stehen Fragen der
Causa und Atiologie (wodurch ist die Krankheit entstanden?), nach der Empfindung und Lo-
kalisation der Beschwerden, nach Begleitsymptomen, nach Modalitaten (was flihrt zu einer
Verschlechterung oder Besserung der Beschwerden?), sowie nach der Geistes- und Gemilits-
lage des Patienten im Vordergrund. Es folgt eine Hierarchisierung der Symptome anhand ihrer
Intensitat, Vollstandigkeit und der absteigenden Rangfolge von Geistes- und Gemitssympto-
men, sowie Allgemeinsymptomen und Lokalsymptomen. Das passende Mittel wird mithilfe der
Symptomverzeichnisse ausgewahlt®’’®. Akute Erkrankungen sollten bevorzugt mit C 30 oder
D-Potenzen und in haufigen Zeitabstéanden (z.B. alle 5 — 60 min) eingenommen werden. Fur
chronische Erkrankungen wiederum ist die Einnahme von Hochpotenzen wie beispielsweise
C 200 in groRen Zeitabstanden (im Wochen- bis Monatebereich) empfohlen. Dabei gilt, dass
die Arzneimittel erst wieder genommen werden sollen, wenn die urspringlichen Symptome
wieder auftreten und nicht, solange die Besserung der Beschwerden anhalt.

Nach der Einnahme von homoopathischer Arznei darf es kurzzeitig zur Zunahme der Symp-
tome kommen, die jedoch nach kurzer Zeit verschwinden sollten. Diese Erstreaktion lasst je-
doch erkennen, dass es sich vermutlich um das passende Mittel handelt, weil es die im Korper
bereits vorhandenen Symptome verstarkt’®. Von einer Heilung spricht man, wenn die Symp-
tome von innen nach aulien, von oben nach unten oder in gegensatzlicher Reihenfolge zu
deren Auftreten wieder verschwinden, was man als Hering-Regel bezeichnet.

Bevorzugt sollte die homoopathische Konstitutionstherapie von einem Heilpraktiker als Mono-
therapie erfolgen, da es durch Interaktionen mit anderen Pharmaka sonst zu Wirkbeeintrach-
tigung kommen konnte.

Prinzipiell ist die Behandlung aller Krankheiten mit Homo&opathie mdglich. Dabei kdnnen Be-
schwerden vor allem gelindert werden, wohingegen bestehende Organschaden nicht behoben
werden kdnnen. Bei psychosomatischen Erkrankungen und funktionellen Erkrankungen konn-
ten gute Behandlungserfolge verbucht werden®'. AufRerdem kann sich die Krankheitsdauer
verkirzen sowie Komplikation bei Infektionskrankheiten gemieden werden. Zu beachten ist
einerseits, dass die homobopathische Behandlung in schweren akuten Krankheitszustanden
nicht allein eingesetzt werden sollte und anderseits auch die allopathische Medikation nicht
plétzlich abgesetzt werden sollte. Bei der Wahl des passenden Praparats sollte das zweite
getestete Mittel eine positive Wirkung zeigen, ansonsten sollte um Nebenwirkungen zu ver-
meiden, auf eine andere Therapiemethoden zuriickgegriffen werden®'’8. Die Produktion ho-
moopathischer Arzneimittel erfolgt nach dem Europaischen homodopathischen Arzneibuch un-
ter hohen Qualitatsstandards. Dabei ist die Dokumentation der Herkunft der verwendeten Sub-

stanzen und die exakte Berlcksichtigung der Herstellungsrichtlinien von Bedeutung®'.
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1.4.3 KRITIK AN DER METHODE

Oft wird die Homdopathie mit der Phytotherapie verwechselt oder gleichgesetzt, wobei sie sich
grundlegend unterscheiden. Bei pflanzlichen Arzneimitteln verfiigen die Pflanzenextrakte tiber
potenziell aktive Inhaltsstoffe. Die Homdopathischen Arzneimittel basieren zwar oft auf Pflan-
zen, sind jedoch in der Regel soweit verdliinnt, dass von der urspringlichen Substanz kein
Molekiil mehr vorhanden ist (1.4.1 Die Prinzipien)®. Durch die Verschittlung soll die ,Lebens-
kraft” des Heilmittels sich auf die nachste Verdunnung Ubertragen und dabei sogar noch wirk-
samer werden. Aus der Sicht der konventionellen Medizin ist es schwer nachzuvollziehen, wie
das Ahnlichkeitsprinzip wirken soll, in dem Ahnliches mit Ahnlichem behandelt wird. So miisste
laut diesem Prinzip ein Reizzustand wie beispielsweise ein gereiztes, tranendes Auge, durch
weitere Reizung behandelt werden (z.B. mit einer Zwiebel), was aus konventioneller Sicht zu
keiner erklarbaren Heilung flihren kénnte®.

Dabei wiedersprechen diese Annahmen den heute bekannten Naturgesetzen. Was wiederum
implizieren wirde, dass die Homdopathie nur funktionieren kann, wenn unsere Naturgesetze
nicht richtig sind®3.

Seit jeher ist die Debatte tber die Wirkung der Homoopathie ein Thema und sie ist so alt wie
die Homoopathie selbst. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von klinischen Studien ver-
offentlicht, dabei waren die Ergebnisse weder ausschliellich negativ, noch ausschlieRlich po-
sitiv. Jedoch zeigte die bisherige Studienlage im GrofRen und Ganzen keine Evidenz, dass
homoopathische Arzneimittel mehr Wirkung als Placebos besitzen.

Um das Problem des selektiven Zitierens I6sen zu kdnnen, wurde eine Metaanalyse als sys-
tematische Ubersicht aller zuverlassigen Belege sowie deren Bewertung erstellt. Insgesamt
sechs Artikel der ,Cochrane Database of Systematic Reviews* erfillten die Einschlusskriterien.
Diese Metaanalyse konnte nicht bestatigen, dass homoopathische Arzneimittel eine Uber Pla-
cebo hinausgehende Wirkung besitzen®3%,

Dennoch ist zu beachten, dass viele Patienten eine unbestreitbare Beschwerdebesserung
nach der Einnahme eines homoopathischen Arzneimittels feststellen.

Jedoch ist davon auszugehen, dass diese Verbesserung nicht zwingend mit dem homdéopa-
thischen Mittel an sich zusammenhangt. So wird vermutet, dass sie ein Zusammenspiel meh-
rerer Faktoren ist, wie beispielsweise einer ausflihrlichen, einfihlsamen und empathischen
Beziehung zu einem Homoopathen in Kombination mit einem Placebo-Effekt oder anderen
Faktoren. Dies bezeichnen Experten gerne als ,Kontexteffekte“5®. Diese Erkenntnis, namlich
dass es nicht die homéopathischen Mittel an sich sind, die dem Patienten helfen, sondern die

einflihlsamen, therapeutischen Begegnungen, konnte in Studien belegt werden?#46:53.5¢,

18



EINLEITUNG

1.5 TESTSUBSTANZEN

Im folgenden Abschnitt werden die Testsubstanzen, welche fir die Untersuchungen zum Ein-

satz kamen, naher erlautert.

1.5.1 PHYTOLACCA AMERICANA

Die in Nordamerika verbreitete Amerikanische Kermesbeere (= Phytolacca americana oder
Phytolacca decandra) gehort zur Gattung der Kermesbeeren (Phytolacca) innerhalb der Fa-
milie der Kermesbeerengewachse (Phytolaccaceae)®®*. Nach Europa muss sie spatestens
im 17. Jahrhundert eingeflhrt worden sein, da sie zu dieser Zeit bereits in verschiedenen Lis-
ten Erwahnung fand®. Heute kommt sie in Mitteleuropa als Kulturpflanze vor, in stidlichen Tei-
len Europas, wie zum Beispiel in der Slidsteiermark, ist sie teils verwildert und zerstreut auf-
zufinden®?,

Der Name setzt sich aus dem griechischen ,Phyton® fur Pflanze und dem italienischen ,Lacca“
zusammen, was flr ,Lack” steht. Es bezieht sich auf den purpurroten Saft der Friichte!'6.1%",
Bei der Kermesbeere handelt es sich um eine ausdauernde, krautige Pflanze, die eine Wuchs-
hdhe von bis zu 3 m erreichen kann. Das charakteristische Erscheinungsbild ist von dem meist
purpurfarbenen, kraftigen, gabelig verzweigten und gefurchten Stangel, sowie von den im Bo-
gen uberhangenden, traubigen Bliten- und Fruchtstanden gepragt, welche von Juli bis Sep-
tember blihen. Wahrend des Reifungsprozesses werden die schwarz bis purpurfarbenen

Frichte zunehmend glatter, kugeliger und verlieren ihr gefurchtes Erscheinungsbild®®.

& Phytolacca americana |
Amerianische Kermesbeers

ABBILDUNG 3: Phytolacca Americana

links: von www.heilpflanzenwissen.at®?,
Mitte + rechts: aus dem ,Heilpflanzengarten® der Universitdt Hohenheim.
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Durch die enthaltenen Saponine und Lektine ist die Pflanze roh giftig und schleimhautreizend.
Beim Verzehr kommt es neben Erbrechen und blutigen Durchfallen auch zu Schwindel sowie
Blutdruckabfallen. In schweren Fallen kdnnen Krampfe und Atemlahmungen, die bis zum Tod
fuhren kdnnen, auftreten®. Der Saft der fast schwarzen, reifen Friichte ist stark toxisch. Eine
Menge von bis zu ca. 10 Beeren gelten bei Erwachsenen jedoch als harmlos, fir Kleinkinder
kann diese Menge gefahrlich sein®. Friher wurden die Beeren vor allem zum Farben von
Rotwein oder als wenig permanente Tinte eingesetzt. Aulierdem fand die Kermesbeere in
Nordamerika auch als Brech- und Abfihrmittel Verwendung.

Neben Verwendungen als Brech- und Abflhrmittel fand die Kermesbeere ihren Gebrauch im
Einsatz gegen Rheuma, anderen Autoimmunerkrankungen, Ulkus, Drisenschwellungen,
Bronchitis und Krebs. AuRerdem wird den getrockneten Beeren und Wurzeln eine schmerz-
stillende, entziindungshemmende, antirheumatische und narkotisierende Wirkung nachge-

sagt®.

1.5.1.1 PHYTOLACCA GLOBULI

Bei der Zubereitung des homoopathischen Mittels Phytolacca wird die ganze Pflanze verar-
beitet und entsprechend der homdopathischen Lehre potenziert’®. Es soll eine tiefgreifende
Wirkung haben, welche sich vor allem an Driisengewebe, insbesondere auf die Brustdrise
und Ohrspeicheldriise, sowie auf das Bindegewebe und die Muskeln zeigt'?'. AuRerdem
konne Phytolacca auch bei Krebsgeschwiilsten erganzend niitzlich sein®, denn dem Mittel
wird eine ausgepragte Wirkung auf das Lymphsystem, vor allem auf die Brustdriise und auf
die Mandeln im Rachenraum, nachgesagt. So wird es von Heilpraktikern zum Beispiel fur Pa-
tienten mit Halsschmerzen, die sich zu einer Rachenentziindung entwickeln kdnnen oder auch
far Frauen mit jeglicher Art von Brustbeschwerden empfohlen®°.

Beispielsweise wird Phytolacca bei Mastodynie vor und wahrend der Menstrautionsblutung
und bei Neigung zu entzindlichen Prozessen wie einer Mastitis empfohlen. Auflerdem bei
Mastopathie, bei Galaktorrh®, wenn es zu gespannten Bristen mit Knotenbildung kommt, oder
bei einem erschwerten und verzégerten Milcheinschuss, der wiederum zu gestauten und har-
ten Bristen fuhrt'"2.

Da Phytolacca in der Literatur ein homdopathisches Mittel darstellt, das vor allem bei gynéko-
logischen Beschwerden seinen Einsatz finden kann, und so beispielsweise auch als ,Heilmittel
bei Frauenleiden® bezeichnet wird”®, wurde es in dieser Arbeit gewahlt, um es an den verschie-

denen Mammazelllinien zu testen.
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1.5.2 ENDOXIFEN

Bei Endoxifen handelt es sich um einen aktiven Metaboliten von Tamoxifen, einem selektiven
Estrogen-Rezeptor-Modulator (SERM), der mit einer hdheren Affinitat an den Estrogenrezep-
tor (ER) bindet und dadurch bis zu 100-mal wirksamer ist als Tamoxifen selbst*. Da Tamoxifen
Uber CYP2D6 Enzyme zu Endoxifen metabolisiert wird, kdnnen beispielsweise CYP2D6-hem-
mende Medikamente die Bildung von Endoxifen verringern, was wiederum zu einer abge-
schwachten Wirkung fuhren kann. Es zeigt sich in mehreren Studien, dass direkt verabreichtes
Endoxifen gegeniliber Tamoxifen Giberlegen ist'88120,

Endoxifen wirkt einerseits Uber eine antagonistische Bindung am ER auf ER-positive Mamma-
zellen, indem es deren Wachstum hemmt. Anderseits wirkt es am Endometrium und im Kno-
chengewebe schwach agonistisch®'74. Mehrere Studien zeigen inzwischen auch eine Wir-
kung von Tamoxifen und Endoxifen auf ER-negative Mammazellen, da sie Uber viele verschie-
dene Mechanismen wirken kdnnen?64133,

Tamoxifen ist nach wie vor fir pramenopausale Brustkrebspatientinnen flr eine adjuvante
Therapie bei ER-positiven Mammakarzinomen empfohlen'”. Dadurch ist sowohl die Wahr-
scheinlichkeit fir ein Rezidiv um etwa 40 % verringert, als auch das Versterben um etwa
30 %*". Bei postmenopausalen Patientinnen mit einem ER-positiven Tumor kann Tamoxifen
zusatzlich zu den Aromatasehemmern verabreicht werden’.

Aulerdem kann Tamoxifen auch als Off-Label-Use bei Mastodynie fiir 3-6 Monate verschrie-
ben werden, es konnte dafiir eine Besserung der Symptome gezeigt werden's2,

Endoxifen wurde bei dieser Arbeit als positive Kontrollsubstanz verwendet, da es auf die ER-
positiven Mammagzelllinien, sowie auch potenziell auf die ER-negativen Zelllinien, eine zytoto-

xische Wirkung zeigt.

1.5.3 [ESTRADIOL

Das aromatisierte C18 - Steroid Estradiol stellt den Hauptvertreter der Estrogene dar. Die
hauptsachliche Produktion findet im Ovar und den Thekazellen des Graaf-Follikels statt, ge-
ringe Mengen in der Nebennierenrinde und den Hoden. Die Synthese von Estradiol erfolgt
Uber Androgene, die durch eine Aromatase in Estradiol umgewandelt werden koénnen.
Dadurch kann es in Geweben mit vorhandener Aromataseaktivitat gebildet werden, was bei-
spielsweise im Fettgewebe der Fall ist. Die Plazenta stellt einen weiteren Bildungsort des Hor-
mons wahrende der Schwangerschaft dar. Es wirkt sowohl stimulierend auf das Wachstum
der Genitalorgane, so fuhrt es zu einem Wachstum der Brustdrisen, des Uterus und der Va-
gina, als auch extragenital. Dadurch kommt es zum Knochenwachstum und zur Mineraleinla-
gerungen in den Knochen, weshalb es beispielsweise auch zur Osteoporoseprophylaxe ge-
nutzt wird®®. Uber die Bindung an Estrogenrezeptoren (ER) wirkt Estradiol auf den weiblichen

wie auch auf den mannlichen Reproduktionstrakt.
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Es gibt zwei verschiedene Formen von Estrogenrezeptoren: Den ER-a und -3, wobei die Affi-
nitat zum a-Rezeptor deutlich hoher ist als die zum B-Rezeptor®®®. Dem ER-a wird eine zell-
teilungsférdernde Wirkung zugeschrieben, wohingegen der ER-3 bei Aktivierung die Prolifera-
tion beeintrachtigt. Somit zeigen die beiden Rezeptoren eine gegensatzliche Wirkung?®.

Fir das Mammakarzinom nimmt Estradiol die Rolle des Promotors ein, dadurch kénnen lang-
fristig erhdhte Serumspiegel von Estradiol mit einem héheren Risiko an Brustkrebs zu erkran-
ken einhergehen® '’ Das ist der Grund, warum Estradiol als potenziell proliferationsstei-
gernde Kontrollsubstanz in dieser Arbeit verwendet wurde und damit die Negativkontrolle

(= keine hemmende Wirkung) darstellt.

1.5.4 SEKUNDARE PFLANZENSTOFFE

Ohne den Primarstoffwechsel, welcher auch Grundstoffwechsel genannt wird, ware eine
Pflanze nicht lebensfahig. Er ist bei allen Pflanzen ahnlich und beinhaltet beispielswiese die
Metabolisierung von Kohlenhydraten, Fetten, Proteinen und Nucleinsauren?®7°,

Die sekundare Pflanzenstoffe sind wiederum Metabolite, die wahrend des Sekundarstoffwech-
sels einer Pflanze entstehen. Sie sind zwar nicht Uberlebensnotwendig, tbernehmen jedoch
entscheidende 6kologische Aufgaben im Stoffwechsel einer Pflanze und bringen ihr so einen
Umweltvorteil*>'?2, Durch die enge Verkniipfung des sekundaren Stoffwechsels mit dem pri-
maren kdnnen oft Zwischenprodukte fir die Bildung der sekundaren Pflanzenstoffe weiterver-
wendet werden’®. Die sekundaren Pflanzenstoffe zeigen eine hohe Variabilitat innerhalb der
einzelnen Pflanzenarten, weshalb sie oft flir die verschiedenen Wirkungen der Pflanzen ver-
antwortlich sind. Unter anderem gelang es gesundheitsférdernde Effekte nachzuweisen, wie
beispielsweise entzindungshemmende, blutdrucksenkende, antioxidative oder antikarzino-
gene Effekte?,

Je nach chemischer Struktur und funktioneller Eigenschaft lassen sich die sekundaren Pflan-
zenstoffe in Gruppen wie z.B. Polyphenole oder Phytoestrogene einteilen.

Letztere bezeichnen eine Gruppe, die eine Strukturdhnlichkeit zum kdpereigenen Estrogen
verbindet. Dadurch kénnen sie Uber eine Bindung am Estrogenrezeptor eine estrogene Wir-
kung erzeugen’. Zu der Gruppe der Phytoestrogene zahlen auch die Isoflavonoide, wie bei-
spielsweise Genistein und Daidzein (Abbildung 4). Diese kommen unter anderem in Obst, Ge-
mise, Samen, Kichererbsen und Sojaprodukten vor”28, Uber ihre hormonelle Wirkung (iben
sie Einfluss auf den Koérper aus und werden deshalb beispielsweise bei klimakterischen Be-
schwerden oder postmenopausaler Osteoporose eingesetzt %76, Sie kénnen dadurch auch
bei einer Hormonersatztherapie zum Einsatz kommen'’’. Die Wirkung bei Brustkrebspatien-
tinnen wird zwar haufig postuliert, ist jedoch umstritten”:6%17,

Zur Gruppe der Polyphenole zahlen die Flavonoide, die tber zwei aromatische Ringe verfi-

gen. Diese sind uber eine C3-Briicke miteinander verbunden, anhand deren Unterschiede sie
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in verschieden Untergruppen unterteilt werden (Abbildung 4). Dazu gehdren unter anderem
die bereits erwahnten Isoflavonoide. AuRerdem bilden die Flavonole eine weitere Untergruppe
der Flavonoide, zu der Quercetin und Kédmpferol zahlen'”. Alle héheren Pflanzenarten verfi-
gen Uber Flavonoide, jedoch fehlen sie bei Bakterien, Algen und Pilzen, sowie im Tierreich™.
Sie sollen Uber viele gesundheitsférdernde Wirkungen verfligen und sind vor allem in Obst-

und Gemdisesorten wie beispielsweise Zwiebeln und Orangen vorhanden' 143,

Sekundare Pflanzenstoffe

Polyphenole

Phytoestrogene
Flavonoide
] I
Isoflavonoide

Flavonole — T
Genistein
Quercetin Daidzein

Kampferol

ABBILDUNG 4: Ubersicht (iber die sekundére Pflanzenstoffe und die Zuordnung
von Quercetin, Kdmpferol, Genistein und Daidzein.

Die Isoflavonoide Genistein und Daidzein, sowie die Flavonole Quercetin und Kampferol sollen
in dieser Arbeit als Referenzen in der HPLC-Untersuchung dienen, um zu untersuchen, ob

diese sekundaren Pflanzenstoffe Bestandteile in Phytolacca sind.
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Il. ZIELSTELLUNG

Benigne Erkrankungen der Brust sind haufig der Grund fiir eine Konsultation des Gynakologen
und koénnen teilweise ein Risikofaktor flr die Entstehung eines Mammakarzinoms sein, der
haufigsten Krebserkrankung der Frau. Die Nachfrage nach Angeboten im Rahmen der Kom-
plementarmedizin ist steigend, vor allem Frauen zeigen ein gesteigertes Interesse daran, so
hat die Anwendung komplementarer Therapien beim Mammakarzinom in letzter Zeit zuneh-
mend an Bedeutung gewonnen. Die Homdbopathie ist eine von vielen komplementaren Heil-
methoden, die einerseits viele Beflrworter zahlt, anderseits jedoch auch oft in der Kritik steht
und kontrovers diskutiert wird. Einen Hauptgrund dafur stellt die momentane Studienlage dar.
Zum jetzigen Zeitpunkt konnte in wissenschaftlichen Studien fast nie eine Uber den ,Placebo-
Effekt” hinausgehende Wirkung von Homdopathie nachgewiesen werden. Vor allem homdéo-
pathische in-vitro Studien sind kaum zu finden. Eine dieser wenigen Studien zeigte jedoch eine
Wirkung verschiedener homdopathischer Mittel auf Krebszellen (unter anderem von Phyto-
lacca auf MCF-7 Zellen), weshalb Arora et al. zu weiteren Studien aufriefen.

Aulerdem gibt es mehrere Beobachtungsstudien, die eine vermeintliche Wirkung der Homé-
opathie aufzeigen. Nachdem das Interesse an Homd&opathie bei vielen gynakologischen Pati-
entinnen vorhanden ist, bedarf es weiterer wissenschaftlicher Studien auf diesem Gebiet.
Aufgrund dieser Voruberlegungen soll experimentell tberprift werden, ob ein homdopathi-
sches Arzneimittel (Phytolacca) in-vitro das Wachstumsverhalten von verschiedenen Mamma-
zelllinien beeinflusst. Phytolacca sind ,Globuli“ die aus der amerikanischen Kermesbeere ge-
wonnen werden und bei verschiedenen gynakologischen Indikationen, wie beispielsweise ei-
ner Brustentziindung, von Homoéopathen empfohlen werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, aus dem homdopathischen Arzneimittel Phytolacca (in den Dosierun-
gen C 12, C 30, C 200) Extrakte mit unterschiedlichen Verdinnungen herzustellen und deren
in-vitro Wirkung mithilfe verschiedener Zelltests zu untersuchen. Nachdem die Extrakte mittels
HPLC qualitativ auf Inhaltsstoffe untersucht worden sind, werden sie bezuglich ihrer Wirkung
auf Zellviabilitat, Zytotoxizitat, Zellproliferation und die Stoffwechsellage tberprift.

Die Untersuchungen erfolgen an kommerziell erworbenen benignen und malignen Mamma-
zelllinien mit jeweils unterschiedlichem Hormonrezeptorstatus: maligne pos.: MCF-7, maligne
neg.: MDA-MB-231, benigne pos.: MCF-12A, benigne neg.: MCF-10A. Dadurch soll eine Dif-
ferenzierung der Ergebnisse hinsichtlich Dignitat und Rezeptorstatus ermdglicht werden. Als
Referenzen kommen sekundare Pflanzenstoffe zum Einsatz. AuRerdem dienen als Kontrollen
Endoxifen, Estradiol und ein ,Zuckerwasser-Extrakt‘, da Saccharose die Tragersubstanz der
,Globuli“ darstellt.

Die Arbeit soll Hinweise geben, ob das homdopathische Mittel Phytolacca daflr geeignet sein

konnte, auf Brusterkrankungen positive Einflisse zu haben.
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31 MATERIAL

Im folgenden Abschnitt werden die Gerate, Gebrauchsmaterialien und Chemikalien/Reagen-
zien aufgelistet, die wahrend der Arbeit im Labor verwendet wurden und zur Erstellung der
Ergebnisse notig waren. Die Auflistung erfolgt in alphabetischer Reihenfolge in tabellarischer

Form.

3.1.1 GERATE

Anbei die Auflistung der Gerate, die fiir die Herstellung der Testsubstanzen, die Zellpflege und

Durchflhrung der Versuche bendétigt wurden.

TABELLE 1: Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Brutschrank Function Line Heraeus Instruments
Eismaschine AF 80 Scotsman
Glukose-/Laktat — Automat Biosen 5140 EKF - Diagnostic
Hochleistungsfliissigkeits — Smartline Manager 5000 Knauer

Chromatograph (Hplic) Smartline Pump 1000

Smartline UV-Detector 2500

Smartline Rl Detector

Smartline Column Thermostat

Vertex — Saule Knauer
250 x 4 mm Eurospher 100-5 C 18

mit integrierter Vorsaule

HPLC — Séaule

HPLC - Injektionsspritze 100 pl Injektionsspritze Knauer
HPLC - Software ClarityChrom V 2.6. Knauer
Microplate Reader Modell 680 Bio Rad
Mikroskop Axiostar Plus Zeiss
Mikroskop Axiovert 40 C Zeiss
Mikroskop — Kamera AxioCam MRc Zeiss
Multimode Reader Discover SP Promega
Multipipette Multipipette Plus Eppendorf
PH — Messelektrode Orion 3 Star pH Benchtop Thermo Scientific
Plattenruttler TPM -2 Sarstedt
Rollenmischer RM 5 Hecht
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Sicherheitswerkbank Hera Safe Hereeus Instruments
Ultraschallbad Emmi®-H22 EMAG AG

Vakuum - Konzentrator - Concentrator 5301 Eppendorf
Zentrifuge

Vakuumpumpe Vacuum Pump MZ 2 NT Vacuubrand
Vortexer Reax 2000 Heidolph

Waage MTS Mettler Toledo
Waage Sartorius Basic Sartorius AG
Warmeschrank SM400 Memmert
Zentrifuge Biofuge pico Herzeus Instruments
Zentrifuge Universal 320R Hettich

3.1.2 GEBRAUCHS- UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Anbei die Auflistung der Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien, die fir die Herstellung der

Testsubstanzen, die Zellpflege und Durchfiihrung der Versuche verwendet wurden.

TABELLE 2: Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller

1,5 ml Zentrifugationsréhrchen Greiner bio-one

15 ml Zentrifugationsrohrchen TPP (Techno Plastic Products AG)
50 ml Zentrifugationsréohrchen Greiner bio-one

24 — Well Zellkultur Testplatte, transparent TPP (Techno Plastic Products AG)
96 - Well Zellkultur Testplatte, transparent Greiner bio-one

96 - Well Zellkultur Testplatte, weil} Promega

Aufsatze Multipipette 3 — 200 pl Eppendorf

Biirker - Zahlkammer Fein — Optik

Ethanol 70 % Roth

Ethanol 90 % Roth

Filter fur 50 ml Zentrifugationsréhrchen Greiner bio-one

(0,45 pm PorengroéfRe)

Glaspipette 10 ml Greiner bio-one
Glucose Standard Cups CARE diagnostica
Methanol Roth

Multipipette Plus Eppendorf
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Parafilm American National Can
Pipettenspitzen (10 — 5000 ul) Sarstedt AG

Tubes (1,5 ml und 50 ml) Greiner bio-one

Zellkulturflasche 50 ml (25 cm?) Greiner bio-one

Zellkulturflasche 250 ml (75 cm?) TPP (Techno Plastic Products AG)
Zellkulturflasche 550 ml (155 cm?) Greiner bio-one

3.1.3 CHEMIKALIEN, REAGENZIEN UND TESTSUBSTANZEN

Anbei die Auflistung der Chemikalien und Reagenzien, die fur die Herstellung der Testsub-

stanzen, die Zellpflege und Durchfiihrung der Versuche genutzt wurden.

TABELLE 3: Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Erganzung Hersteller

Amphotericin B Mediumumsatz (0,5 %), CC-Pro
250 pl/ml

Cell Proliferation ELISA, Fertigkit mit allen Substan- Roche

BrdU (colometric) zen fur BrdU

CellTiter-Glo® Lumines- Fertigkit mit allen Substan- Promega

cent Cell Viability Assay zen fur Viabilitat

Cholera Toxin from Vibrio Sigma-Aldrich
cholerae
CytoTox-Glo™ Reagenz Fertigkit mit allen Substan- Promega

zen fur Zytotoxizitat
Daidzein CAS-Nr.: 486-66-8 Carl Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Zusatz Einfriermedium, Zell- G. Vogler b.v. Rotterdam

passage
Dulbecco’s Modified Eagle C.C. pro GmbH
Medium (DMEM): mit Phe-
nolrot, mit 10 % FKS
Dulbecco’s Modified Eagle C.C. pro GmbH
Medium (DMEM): mit Phe-
nolrot
Endoxifen Kontrolle Sigma-Aldrich
ER Alpha AK Rabbit monoclonal IGG Biorbyt
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ER BETA AK
Estradiol
FKS

Formafix 4 %

Genistein

Ham’s F-12

Horse Serum

Impress Reagent Kit Horse
Serum

Impress Reagent Kit Per-
oxidase
Kampferol
LinRed IHC
Nutrient
(Ham’s F-12)

PBS (phosphate buffered

saline)

Mixture F-12

Penicillin/Streptomycin
Phytolacca
Progesteronrezeptor AK
Quercetin

Supplement Mix Mammary
Epithelial Cell GM
Trypanblau

Trypsin

Wasserstoffperoxid

Mouse monoclonal IgG2a
Kontrolle

Fetales Kélberserum
Gepuffert

CAS-NR.: 4446-72-0

1:1 Ansatz mit DMEM
Mediumzusatz (5 %)

R.T.U. Normal Horse Serum
(2,5 %)
Anti-Mouse/Rabbit
7500

CAS-Nr.: 520-18-3
Substratkit fir Peroxidase
1:1 mit DMEM

lg MP-

Phosphat gepufferte Salzl6-
sung: pH 7,4 (8,0 g NaCl, 2,9
Na;HPOs x 2 H,O+ 0,2 g
NaH.PO4 + 0,2KCl in 1,01
Aquabidest.)
Mediumumsatz (0,2 %)

C 12, C 30, C 200

Rabbit monoclonal IgG
CAS-Nr.: 117-39-5

Mediumumsatz (2 %)

Trypan Blue Stain 0,4 %
Trypsin-EDTA 10x
(5000 mg/I Trypsin,
2000 mg/l EDTA)

35 %

GeneTex
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Grimm med. Recycling
GmbH

Carl Roth

C.C. pro GmbH
Sigma-Aldric

Vector Laboratories

Vector Laboratories

Carl Roth
Linaris

Biowest

Roth

PAN Biotech
DHU

Biorbyt
Sigma-Aldrich

Promo-Cell

Gibco
CC-Pro

Roth
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3.1.4 EXTRAKTE

Fir die Herstellung der Extrakte wurde das Homéopathische Arzneimittel Phytolacca in drei
verschiedenen Konzentrationen verwendet: C 12, C 30 und C 200. Hergestellt wird das Arz-
neimittel von der DHU (Deutsche Homdoopathie-Union) und ist ohne Verschreibung z.B. in
Apotheken erhaltlich*.

ABBILDUNG 5: ,Phytolacca-Globuli in den Konzentrationen C 12, C 30 und C 200.

3.1.5 ZELLLINIEN

Um die Wirkung der Extrakte zu untersuchen, kamen vier verschiedenen Mammazelllinien
zum Einsatz. Diese unterschieden sich in der Dignitat sowie im Rezeptorstatus, um eventuelle

verschiedene Wirkungen auf diese Zelleigenschaften zurtickzufuhren.

TABELLE 4: Zelllinien

Zellbezeichnung Dignitdt Rezeptorstatus Hersteller

MCF-12A benigne  positiv ACCT - LCG Standards
(ATCC® CRL-10782™) GmbH

MCF-10A benigne  negativ ACCT - LCG Standards
(ATCC® CRL-10317™) GmbH

MCF-7 maligne | positiv ACCT — LCG Standards
(ATCC®HTB-22™) GmbH

MDA-MB-231 maligne  negativ ACCT - LCG Standards
(ATCC®HTB-26™) GmbH
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3.1.5.1 MCF-12A

MCF-12A-Zellen sind benigne, spontan immortalisierte Mamma-Epithelzellen. Sie entstam-
men einer 60-jahrigen kaukasischen, nulliparen Frau mit fibrozystischer Mastopathie. Die Zel-
len lielRen sich bei einer Reduktions-Mammaplastik gewinnen und konnten anschlieRend kul-
tiviert werden. Sie wurden aus adharenten Zellen der Population gewonnen. Einzelne Bereiche
enthielten auch Anteile intraduktaler Hyperplasien'® 26,

Neben einer in der Literatur beschriebenen Estrogenrezeptorpositivitat, verfiigt MCF-12A an
ihrer Oberflache auch Uber HER-2/neu-, GPER-, EGF- Rezeptoren. Zytokeratin CK 5/6 und

der Proliferationsmarker Ki-67 werden ebenfalls exprimiert™"1%,

ABBILDUNG 6: Kultivierte MCF-12A Zellen, lichtmikroskopische Darstellung (20x Vergrofierung),
Pfeil zeigt beispielhafte Zelle.

3.1.5.2MCF-10A

Bei MCF-10A handelt es sich ebenfalls um benigne, spontan immortalisierte Mamma-Epithel-
zellen, die einer 36-jahrigen kaukasischen, pramenopausalen Frau entstammen, welche an
einer fibrozystischen Mastopathie erkrankt war. Histologisch konnten keine proliferativen Ver-
anderungen oder Atypien nachgewiesen werden. Die Zelllinie wurde von adharenten Zellen
abgeleitet48.1%8,

Die Zellen sind in der Literatur im Vergleich zu MCF-12A als Estrogen-, Progesteron-, und
Androgen- rezeptornegativ beschrieben, jedoch exprimieren sie den Herz-2/neu-Rezeptor.
Aulerdem lassen sich der GPER- und der EGF Rezeptor, sowie Zytokeratin CK5/6 an der

Oberflache nachweisen44:150.155,
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ABBILDUNG 7: Kultivierte MCF-10A Zellen, Lichtmikroskopische Darstellung (20x VergréRerung),
Pfeil zeigt beispielhafte Zelle.

3.1.5.3MCF-7

Bei MCF-7 handelt es sich um maligne Zellen eines Adenokarzinoms, welche einer 69-jahrigen
kaukasischen Mammakarzinom-Patientin aus deren Pleurapunktat entnommen wurden.

Laut Literatur exprimieren sie den Estrogenrezeptor und gelten damit als rezeptorpositiv. Uber
eine Her-2-Expression verfiigen sie jedoch nicht!495103.149,

ABBILDUNG 8: Kultivierte MCF-7 Zellen, Lichtmikroskopische Darstellung (20x Vergroéf3erung),
Pfeil zeigt beispielhafte Zelle.
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3.1.5.4 MDA-MB-231

Bei der MDA-MB-231 Zellreihe handelt es sich ebenso um maligne Zellen eines Adenokarzi-
noms. Sie konnten aus dem Mammakarzinom einer 51-jahrigen Kaukasierin gewonnen wer-

den. Laut Literatur sind sie estrogenrezeptor-negativ's.

; if,

ABBILDUNG 9: Kultivierte MDA-MB-231 Zellen, Lichtmikroskopische Darstellung (20x VergroRRerung),
Pfeil zeigt beispielhafte Zelle.

3.2 METHODEN

3.21 HERSTELLUNG DER TESTSUBSTANZEN

Die Herstellung der Testsubstanzen erfolgte unter sterilen Kautelen unter der Laborabzugs-

haube um Kontaminationen zu vermeiden.

3.2.1.1 WASSER-EXTRAKT

Eine Stammlésung wurde mit je 25 Streuklgelchen (= ,Globuli“) von Phytolacca C 12, C 30
und C 200 in 5 ml Wasser (Aqua dest.) in einer Tube aufgeldst. Aulerdem wurde als Ver-
gleichssubstanz 0,25 g (entspricht dem Gewicht von 25 Streuklgelchen) Saccharose (Haus-
haltszucker) in gleicher Menge Wasser aufgeldst, da Saccharose die Tragersubstanz der
Streuklgelchen ist*'. Angemerkt sei, dass laut Beipackzettel ein Streukiigelchen 0,01 g wiegt,
unsere Messungen haben jedoch ergeben, dass jedes Streukligelchen unterschiedlich schwer
ist, durchschnittlich ca. 0,008 g.
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3.2.1.2 ETHANOL-EXTRAKT

Die andere Stammldsung wurde nach dem gleichen Prinzip wie die erste Stammlésung her-
gestellt, anstatt mit Wasser jedoch mit 70%igem Ethanol. Die Streukigelchen lésten sich nach
Zuhilfenahme des Ultraschallbades gut auf. Nach der Herstellung wurden die Tubes mit
Wachsstreifen verschlossen, um zu verhindern, dass der Alkohol verdampft.

Die Herstellung der Extrakte erfolgte unter sterilen Kautelen unter der Laborabzugshaube um

Kontaminationen zu vermeiden.

3.2.1.3 REFERENZEN

Kampferol, Quercetin, Daidzein und Genistein dienten als Referenzen. Quercetin und Ge-
nistein wurden in einem Verhaltnis von 1:1 Aqua dest. und DMSO angesetzt. Kdmpferol und
Daidzein konnten in einem 1:1 Gemisch aus 70%igem Ethanol und DMSO gel6st werden,
nachdem sie sich zuvor in Aqua dest. nicht vollstandig |6sen lieRen. Dazu wurde je nach Mo-
lekulargewicht die entsprechende Menge Substanz in 1 ml Substanz angesetzt.

Alle Extrakte wurden bei - 80 °C aufbewahrt. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht der jeweiligen Kon-

zentrationen.

TABELLE 5: Konzentrationen der untersuchten Substanzen mit jeweiligen Lésungsmitteln

Substanz Losungsmitttel Konzentration
Phytolacca je fiir C 12, C 30, C 200 (100 %) Aqua dest. /70 % Ethanol 0,05 g/ml
Phytolacca je fur C 12, C 30, C 200 (50 %) Aqua dest./ 70 % Ethanol 0,025 g/ml
Phytolacca je fur C 12, C 30, C 200 (20 %) Aqua dest./ 70 % Ethanol 0,01 g/ml
Phytolacca je fiir C 12, C 30, C 200 (10 %) Aqua dest. / 70 % Ethanol 0,005 g/ml
»Zuckerwasser® (Saccharose) Aqua dest. 0,05 g/ml
Kampferol 70 % Ethanol + DMSO 0,00143 g/ml
Quercetin Aqua dest. + DMSO 0,00151 g/ml
Daidzein 70 % Ethanol + DMSO 0,00127 g/ml
Genistein Aqua dest. + DMSO 0,00135 g/ml
Estradiol 90 % Ethanol 2,72 x 107 g/ml
Endoxifen 90 % Ethanol 0,0062 g/ml
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3.2.2 HIGH PERFORMANCE LIQuUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatografie ist ein analytisches Trennverfahren, um ein Pro-
bengemisch anhand seiner physikochemischen Bindungseigenschaften in seine einzelnen
Bestandteile aufzutrennen. Bei dem hier verwendeten System erfolgt die Auftrennung anhand
der Polaritat der einzelnen Komponenten, welche durch einen UV-Detektor qualitativ und
qguantitativ vermessen werden kdénnen.

Das Probengemisch wird hierfur unter hohen Dricken zwischen einer mobilen Phase, die an
einer stationaren Phase vorbeilauft, verteilt. Die Trennsaule wird je nach Extraktbestandteil
unterschiedlich schnell passiert, wodurch die einzelnen Stoffe bestimmt werden kénnen. Jeder
Stoff besitzt bei gleichbleibenden Bedingungen eine charakteristische Retentionszeit, die Zeit
bis zum Erreichen des Detektors, wodurch Ruckschliusse auf die Qualitat des Probengemi-
sches gezogen werden koénnen.

Es entsteht ein Chromatogramm, auf dem Uber die Zeit aufgetragen fir jeden Stoffbestandteil
ein separater Peak entsteht, dessen Maximum die Intensitat des Stoffes zeigt. Die Flache ist
dabei proportional zur eingesetzten Menge des Stoffes und ermdglicht so eine quantitative
Aussage®” 7",

Bei der Umkehrphasenchromatographie besteht die mobile Phase (Eluent) aus Aqua dest. und
DMSO, eine hydrophobe Kohlenstoffsdule (C 18) stellt die stationdre Phase dar. Durch die
unterschiedliche Polaritat der beiden Phasen, weisen unpolare Verbindungen starkere Wech-
selwirkungen zur Oberflache der stationaren Phase auf, wobei hydrophile Substanzen eine
deutlich héhere Affinitat zur polaren mobilen Phase zeigen. Dadurch durchwandern letztere
deutlich schneller die Saule, werden so bereits friih detektiert und haben somit die kleinste
Retentionszeit. Es kamen als Eluenten sowohl Aqua dest. als auch DMSO zum Einsatz, um
zu verhindern, dass Stoffe mit ahnlichen Polaritatseigenschaften fast zeitgleich detektiert wer-
den und man so die jeweiligen Peaks nicht mehr deutlich voneinander trennen kdnnte. Begin-
nend mit Aqua dest. wird nach 5 Minuten zunehmend DMSO dazu gemischt, nach 5 weiteren
Minuten besteht dann die mobile Phase bereits zu 100 % aus DMSO, welches dann wieder
langsam durch Aqua dest. ausgetauscht wurde. DMSO stellt ein sehr starkes Lésungsmittel
dar, wodurch auch sehr stark haftende Molekile aus der stationdren Phase geldst werden.
Nach Rucksprache mit der Herstellerfirma Knauer wurde DMSO mit 10 % Aqua dest. und das
Aqua dest. selbst mit 10 % Methanol versetzt, um die Saule zu schonen®”:72,

Einen schematischen Aufbau einer HPLC-Anlage zeigt Abbildung 10. Zu Beginn werden die
Eluenten mittels Hochdruck Gber einen Entgaser zu dem Injektor gepumpt, hier gelangt die
Probe (20 pl) zum Elutionsmittel, ohne dass der Druck verloren geht. Um mdégliche Verunrei-
nigungen herauszufiltern durchwandert das Gemisch zunachst eine Filtersaule, bevor es in die
Hauptsaule gelangt. Hier finden aufgrund der verschiedenen physikochemischen Eigenschaf-

ten die oben beschriebenen Prozesse mit der stationaren Phase statt, bis dann nach und nach
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die aufgetrennten Stoffe unter niedrigem Druck per UV-Licht bei einer Wellenlange von 254 nm
detektiert und anschlielend grafisch dargestellt werden.
Diese Variante einer Verteilungschromatografie zeichnet sich bei einem geringen Zeitbedarf

durch eine hohe Trennscharfe aus®”1%5.

>< = unpolarer Stoff

- = polarer Stoff

Entgaser
_ =
: N
Pumpe & Mischkammer ~ o<©
X [
Injektor
— Saule

UV-Detektor = |JN’

) ——
L -
—

| —
Waste: !

ABBILDUNG 10: Schematischer Aufbau der HPLC. Schema modifiziert nach Gey®’.

Durchfiihrung:
1. Steuerungsprogramm ClarityChrom® und HPLC-Apparatur starten.

Spulen des Pumpenkreislaufs.
20 pl des zu untersuchenden Extrakts mit Injektionsspritze in Injektionsschleife geben
Messung starten.

Mit der ,Injection“-Funktion nach 3 min die Probe dem Messkreislauf zufuhren.

A O

Messung fir 40 min laufen lassen, die Eluenten werden je nach Einstellung selbst ge-
mischt.

Nach 40 min Messung beenden, Ergebnis abspeichern.

Weitere Auswertung mittels Software ClarityChrom® (z.B. Leerwert absetzen, Fla-

chenberechnung der Peaks).
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3.2.3 ZELLKULTIVIERUNG

Alle hier verwendeten Zelllinien sind kommerziellen Ursprungs. Die Kultivierung und Aufberei-
tung erfolgte in standardisierten Nahrmedien in Zellflaschen mit einem Filter-Schraubver-
schluss unter physiologischen Bedingungen (37 °C, wasserdampfgesattigte Atmosphare mit
5 % COy). Das Arbeiten mit offenem Zellmaterial fand unter sterilen Kautelen an mikrobiologi-
schen Sicherheitswerkbanken statt.

Je nach individuellen Bedurfnissen der verwendeten Zellreihe gab es bei der Zellkultivierung
kleinere Abweichungen, was zum Beispiel die Zentrifugeneinstellung oder das Trypsinieren
zum Ablésen der Zellen betrifft.

Im Folgenden ist das allgemeine Vorgehen beschrieben:

Die tiefgefrorenen Zellen lagen zur Langzeitaufbewahrung in DMSO-Medium (Einfriermedium
Dimethylsulfoxid) bei -185 °C in flussigem Stickstoff vor. Um die Zellen kultivieren zu kdnnen
mussten sie schonend aufgetaut werden, indem sie zunachst auf Eis Uberfuhrt wurden, bevor
sie in Raumtemperatur gelangten. Wenn die Zellen aufgetaut waren, wurde das DMSO aus-
gewaschen. Dazu wurden die Zellen in 15 ml Réhrchen Uberfihrt, mit DMEM versetzt und fur
5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Durch das entstandene Zellpellet konnte das Einfrierme-
dium entfernt werden und anschlieRend die Zellen mit 5 ml Medium resuspensiert werden.
Diese wurden in eine kleine Zellkulturflasche (25 cm?) Gberfiihrt und im Brutschrank kultiviert.
Die Zellpflege erfolgte ca. alle 2 Tage. Nach einer mikroskopischen Vitalitatskontrolle wurde
bei geringer Konfluenz (= die Bedeckung der Oberflache der Kulturflasche mit adharenten Zel-
len) nur das verbrauchte Medium gewechselt. Bei einer Konfluenz von 70 % — 90 % wur-
den die Zellen in eine neue, grolRere Zellkulturflasche oder auf mehrere, gleichgrofe Flaschen
passagiert. Dazu mussten die Zellen vom Flaschenboden gelost werden, an dem sie Uber
Peptidbindungen hafteten. Um den Boden zu spulen, kam zunachst PBS zum Einsatz, wel-
ches die Reste des Serums entfernte. AnschlieRend wurde der Zellrasen mit der Protease
Trypsin versetzt (verdinnt mit PBS 1:10), es daute die Zell-Matrix Verbindungen an und die
Zellen verloren so ihre Bindung zur Kulturflasche. Diese wurde fir 5 Minuten im Brutschrank
inkubiert. Durch leichtes Klopfen I6sten sich die Zellen von der Kulturflasche. Die Trypsinierung
musste mit der ca. 1,5-fachen Menge Medium und FKS neutralisiert werden, da sonst die Zel-
len durch das Trypsin zerstort werden kénnten. Die Suspension wurde erneut in ein Réhrchen
Uberflhrt und um die Zellen zu isolieren bei ca. 1000 U/min fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstandes, wurde frisches Medium hinzugegeben. Durch vortexen konnte
eine grundliche Aufldsung des Zellpellets erreicht werden. Je nach festgestellter Zelldichte
wurde eine bestimmte Menge der Zellsuspension, eventuell mit weiterem Medium, in eine pas-
sende Zellkulturflasche Uberfihrt, unter einem Lichtmikroskop begutachtet und wieder in den
Brutschrank Gberfihrt’".
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3.2.4 VORBEREITUNG DER ZELLTESTS

3.2.4.1 BESTIMMUNG DER LEBENDZELLZAHL

Die einzelnen Versuche sollten moglichst gut miteinander vergleichbar und standardisiert sein,
weshalb gleiche Untersuchungsbedingungen herrschen sollten. Hierfur ist die optimale Kon-
fluenz von grol3er Bedeutung, deshalb wurde vor jeder Versuchsreihe die Lebendzellzahl mik-
roskopisch ermittelt, um so bei jedem Test die gleiche Zellzahl einzusetzen.

Hierfur wurden 20 pul der Zellsuspension in 360 pl des jeweiligen Nahrmediums gegeben und
mit 20 pl Trypanblau vermengt. Dies entspricht einer Verdlinnung von 1:20 (= Verdinnungs-
faktor) der Zellsuspension. Bei letalen Zellen diffundiert der Farbstoff Trypanblau in die Zell-
membran und farbt diese Zellen blau. Vitale Zellen bleiben ungefarbt. Dadurch konnten die
toten von den lebenden Zellen unterschieden werden's3.

Von der angesetzten verdiinnten Zellsuspension lief3en sich je 10 ul in beide Blrker-Zahlkam-
mern (Abbildung 11) luftblasenfrei einbringen. Es folgte die Zellzahlung der intakten, ungefarb-
ten Zellen in je 25 Kleinquadraten pro Zellkammer unter einem Lichtmikroskop bei 100-facher
Vergrolerung. Diese fand innerhalb von 5 Minuten statt, da nach langerer Inkubationszeit

Trypanblau zytotoxisch wirken kann.

0,1 mm Kammertiefe

—

===
=

© J. Neuendorf 2013

AuBensteg Mittelsteg Deckglaschen
(geschliffen) " Te) l.oboroplik

ABBILDUNG 11: Links: Schematische Darstellung einer Zahlkammer nach Neuendorf'23.
Rechts: Schematische Darstellung eines Zahinetzes nach Biirker unter mikroskopischer Sicht'0,
Griine Markierung zeigt exemplarisch ein Kleinquadrat, orangene Markierung zeigt ein GroRquadrat.

Die Zellzahl lie sich folgendermafien berechnen:

Zellzahl/ml = Z x VF x 10*

Z = Mittelwert der Summe der Zellzahl, die in 2 x 25 Kleinquadraten gezahlt wurde
VF = Verdunnungsfaktor

10* 2 Kammerfaktor (ein GroRquadrat der Zahlkammer enthalt 0,1 mm?3)
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Fur jede Versuchsreihe wurde je nach Zellreihe die Zellsuspension individuell verdiinnt, um so
optimale Versuchsbedingungen zu erreichen. Die jeweiligen Werte konnten von Vorarbeiten

im Labor Gbernommen werden: Tabelle 6 flhrt die Zellzahl auf, die im Einzelnen ausgesat

wurde.
TABELLE 6: Konzentrationen der verwendeten Zellen pro Versuchsreihe
Zelllinie Test Zellen/ml
MCF-12A Immunohistochemie 300.000
CellTiter-Glo® -Test 150.000
CytoTox-Glo™-Test 150.000
BrdU-Test 200.000
Zellstoffwechsel 150.000
MCF-10A Immunohistochemie 300.000
CellTiter-Glo® -Test 150.000
CytoTox-Glo™-Test 150.000
BrdU-Test 200.000
Zellstoffwechsel 150.000
MCF-7 Immunohistochemie 300.000
CellTiter-Glo® -Test 300.000
CytoTox-Glo™-Test 300.000
BrdU-Test 300.000
Zellstoffwechsel 300.000
MDA-MB-231 Immunohistochemie 300.000
CellTiter-Glo® -Test 300.000
CytoTox-Glo™-Test 300.000
BrdU-Test 400.000
Zellstoffwechsel 300.000

3.2.4.2 AUFARBEITUNG DER ZU UNTERSUCHENDEN SUBSTANZEN

Zur Vorbereitung der Zelltests erfolgte das Ansetzen verschiedener Verdinnungsreihen der
zu untersuchenden Extrakte. Diese wurden in einer Verdinnung von 1:10, 1:5, 1:2 und 1:1 auf
die Zellen gegeben.

Als Kontrollen dienten Estradiol, Endoxifen und Zuckerwasser. Estradiol und Endoxifen lief3en
sich in 90 %igem Ethanol 16sen und es erfolgte die Verdiinnung entsprechend Tabelle 5.

Im einzelnen Well lag ein Verhaltnis von 1:100 Untersuchungssubstanz zu Medium vor.
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3.2.5 IMMUNHISTOCHEMIE (IHC)

In dieser Arbeit kamen verschiedene Zellreihen zum Einsatz, die sich laut Hersteller in ihrem
Hormonrezeptorstatus unterscheiden. Die jeweilige Rezeptorpositivitat als auch -negativitat in
den entsprechenden Ausgangszelllinien und in den héheren Zellpassagen sollte ein immun-
histochemisches Verfahren bestatigen, um potenzielle Testergebnisse in Bezug auf den Re-
zeptorstatus analysieren zu kénnen. Gesichert wurde das Vorhandensein vom Estrogen-a,
Estrogen-B (ER-a / -B) - und dem Progesteron-Rezeptor (PR).

Bei den beiden gesichert rezeptorpositiven Zellreihen kam noch eine Testung auf den ,epider-
mal growth factor receptor 2“ = c-erb-B2 (= HER2/neu) zum Einsatz.

Bei dem Verfahren handelt es sich um ein Sandwich-ELISA-Prinzip, zunachst bindet ein Pri-
marantikérper an ein Antigen, das hier ein Teil des Hormonrezeptors ist. Dazu wurden mono-
klonale IgG-Antikorper des Kaninchens und der Maus genutzt. Im nachsten Schritt bindet ein
zweiter Enzymgekoppelter-Antikérper an den Primarantikorperkomplex®'. Nach Zugabe des
Substrat LinRed spaltet die gekoppelte Peroxidase dieses, was zu einem roten Farbumschlag
fuhrt. Durch Spullzwischenschritte werden alle nicht gebundenen Antikdrper abgesplilt. Eine
positive Farbbildung kann unter dem Lichtmikroskop beurteilt werden und zeigt damit ein Vor-

handensein des jeweiligen Rezeptors an'®2,

0:,

II <S> | + Farbumschlag
AK 2/ \

—Z
/ AK 1

ABBILDUNG 12: Schematische Darstellung der immunohistochemischen Reaktion 66,
ER= Estrogenrezeptor, PR= Progesteronrezeptor, AK 1 = Primarantikdrper, AK 2= Sekundarantikérper,
P= Peroxidase, S= Substrat LinRed, S‘= gespaltenes Substrat.
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Durchfiihrung:

1.

B

®©® N o o

©

11

15.

16.

3.2.6

Bestimmung der Lebendzellzahl und Ansetzen einer Zellsuspension von 300.000 Zel-
len/ml. Davon je 300 ul/Well in eine 24-Wellplatte aussaen.

48 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. in wasserdampfgesattigter At-
mosphare.

Medium vorsichtig abpipettieren und 3x mit PBS spllen.

Zur Zellfixierung 300 pl/Well Formafix (4 % Formalin in PBS gepuffert) zugeben und
fur 30 min bei RT inkubieren.

Formafix entfernen und 3x mit PBS splen.

300 pl/Well 0,3 % H202 zugeben und bei RT fur 30 min inkubieren.

2x mit PBS spulen, ca. 5 min einwirken lassen und zwischendurch leicht schwenken.
200 pl/Well Horse-Serum zugeben und bei RT fur 20 min inkubieren, um unspezifische
Reaktionen zu verhindern.

Das Horse-Serum in allen Wells, aul3er der Negativkontrolle, dekantieren.

. 200 ul/Well des jeweiligen Primar-AKs zugeben (ER-a -, ER-B -, PR - AK) und bei 4 °C

im Kuhlschrank fiir 24 h inkubieren.

. Primar-AK abpipettieren und 3x mit PBS spllen.
12.
13.
14.

200 pul pro Well des Sekundar-AKs zugeben und bei RT flir 30 min inkubieren.
Sekundar-AK abpipettieren und 3x mit PBS spiilen.

200 pl/Well des Farbstoffes LinRed zugeben und bei RT im Dunkeln fir 10 min inku-
bieren.

Farbreaktion mit Leitungswasser abstoppen und Zellen mit PBS bedecken, damit die
Zellen nicht austrocknen.

Zellen unter dem Lichtmikroskop begutachten, fotografieren und dokumentieren.

IN-VITRO ZELLTESTS

Um das Wachstumsverhalten der verschiedenen Mammagzelllinien unter dem Einfluss der Phy-

tolacca-Extrakte in-vitro zu untersuchen, kamen nachfolgende Zelltests zum Einsatz. Die Re-

ferenzen wurden dabei nicht mehr einzeln mituntersucht, da zuvor in der HPLC-Untersuchung

nachgewiesen werden konnte, dass diese kein Bestandteil des Phytolaccas sind. Es liel3en

sich dabei Viabilitdt, Toxizitat, Proliferation, sowie der Metabolismus der Zellen analysieren.

Bei der Zellviabilitdt werden die lebenden Zellen in der Kultur gemessen. Unter Zellproliferation

versteht man die Fahigkeit der Zellen sich zu vermehren.

Jede Messung erfolgte zudem an Wells, die nur mit Medium benetzt waren. Dies diente als

Hintergrundwert, der von den Messwerten der zu untersuchten Substanzen abgezogen wurde.
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Zusatzlich wurden Wells wahrend jedem Test sowohl nur mit unbehandelten Zellen und dem
jeweiligen Medium, als auch mit den entsprechenden Lésungsmitteln durchgefiihrt, um aus-
schlielen zu kénnen, dass die Zellen mit dem Medium oder den Lésungsmitteln interagieren
und die Testergebnisse dadurch beeinflussen wirden. Um die Wirkung der Lésungsmittel auf
die Zellen zu eliminieren, konnten die Messwerte der Stoffe ins Verhaltnis gebracht werden.

Jeder Test beinhaltete pro Zellreihe mindestens 3 Wiederholungen mit Zellen in unterschied-
lichen Passagen, dabei kamen pro Test wiederum jede Substanz in mindestens 3 Wells zum

Einsatz.

3.2.6.1 CELLTITER-GLO® - VIABILITATSTEST

Der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay misst die Anzahl der noch lebensfahigen
Zellen in der Kultur. Daftir dient ATP als Marker fur die noch stoffwechselaktiven Zellen, wobei
die Menge an gemessenem ATP direkt proportional zur Anzahl der Lebendzellen ist.

Nach Zugeben des CellTiter-Glo® Reagenz werden die Zellen lysiert, wodurch ATP freigesetzt
wird. An dieses bindet eine sich ebenfalls im Reagenz befindende Luziferase, gewonnen aus
dem thermostabilen Glihwirmchen (Photuris pennsylvanica), welche ein ,leuchtendes” Lumi-
neszensignal erzeugt, das Uber eine Halbwertszeit von mehr als 5 Stunden verfiigt und sich
so als sehr robust erwies. Die Luziferase besitzt die Fahigkeit, das Substrat Luziferin unter
Mitwirkung von Magnesium, Sauerstoff und ATP in Oxyluciferin umzusetzen (Abbildung 13).
Um die Menge des freiwerdenden ATPs konstant zu halten, werden gleichzeitig freigesetzte
endogene Enzyme, wie die ATPase, gehemmt. Mittels eines Lumineszenz-Readers erfolgt die

Quantifizierung des luminiszierenden Signals™®.

Ultra-Glo™ Recombinant

HO COOH Luciferase -0 ol
S /NT S /N]/
D —————
N, Vg 0, Ma2* N/> <s +AMP+PP+CO,
g :
~ +lLicht
Luciferin Oxyluciferin — A~

ABBILDUNG 13: Schematisches Reaktionsprinzip des CellTiter-Glo®.
Nach Technical-Bulletin CellTiter-Glo®, Promega 2015'3".

Durchfiihrung:

1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Ansetzen einer Zellsuspension mit der entspre-
chenden Anzahl an Zellen/ml je nach Zellreihe (Tabelle 6). Davon je 100 pl/Well in eine
96-Wellplatte aussaen.

2. 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; in wasserdampfgesattigter At-

mosphare.
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Pro Well je 1 pl der Extrakte hinzugeben und fir 24 h im Brutschrank inkubieren.
Zellen aus dem Brutschrank entnehmen, lichtmikroskopisch kontrollieren und fir
30 min bei RT lagern, um die Zellsuspensionen auf RT abzukuhlen.
Das CellTiter-Glo-Substrat mit dem CellTiter-Glo-Puffer mischen.
80 ul/Well des gemischten Reagenzes zugeben.
Nach 30 min Inkubationszeit bei RT (davon die ersten 2 min auf einem Plattenrtttler)
das Zellkultur-Reagenz-Gemisch in eine weilde, intransparente 96-Well-Platte umpipet-
tieren (dient zur Vermeidung von Lichtleitung in die benachbarten Wells).

8. Messung des Lumineszenssignals der einzelnen Wells mit dem Lumineszenzreader

im Programm CellTiter-Glo®.

Auswertung:
Fir die jeweiligen Vierfachbestimmungen der einzelnen Lumineszenzmessungen erfolgte eine

Bildung des Mittelwerts. Von den Mittelwerten der Untersuchungsmedien war der Mittelwert
der bestimmten Lumineszenz des Mediums zu subtrahieren, er diente als Leerwert. Somit
konnte ein Einfluss des Mediums auf die einzelnen Ergebnisse verhindert werden. Die Zell-
Medium-Suspension diente als 100 % - Vergleichswert. Je nach hinzugefugten Extrakten oder
Kontrollen, wurden die jeweiligen Losungsmittel in Relation dazu in die Rechnung miteinbezo-
gen.

Daraus ergab sich folgende Beispielrechnung fir M + Z + C 12 (100 %) = Ex. fur Extrakt

Me. = Medium, Alc. fur M + Z+ 90% Ethanol:

Ergebnis [%] Mittelwert Messungen Ex. —Mittelwert Messungen Me. 100
rgebnis = X
9 0 Mittelwert Messungen Alc. —Mittelwert Messungen Me.

3.2.6.2CYTOTOX-GLO™ - ZYTOTOXIZITATSTEST

Der CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay misst mithilfe der ,Dead-Cell-Protease” die Anzahl der
toten Zellen in einer Zellpopulation. Die Membranintegritat ist ein wichtiges Merkmal vitaler
Zellen. Wenn diese nicht mehr intakt ist, werden von den Zellen Enzyme freigesetzt, die sich
sonst im Zytosol befinden, wie zum Beispiel Proteasen. Sie liegen bei toten Zellen frei im Me-
dium vor, weshalb anhand der Quantifizierung der Proteasen Riickschliissen auf die Zelltoxi-
zitat gezogen werden kénnen. Der Assay verwendet ein luminogenes Peptidsubstrat (Alanyl-
Alanyl-phenylalanyl-Aminoluciferin = AAF-Glo™ Substrat), welches durch die freigewordene
,Dead-Cell-Protease” gespalten wird. Das dabei gebildete Aminoluziferin reagiert mit einer

ebenfalls im Substrat enthaltenen, thermostabilen Luziferase unter Verstoffwechselung von
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Sauerstoff, ATP und Magnesium. Das emittierte Licht kann durch ein Luminometer detektiert
werden (Abbildung 14). Es korreliert mit der Anzahl toter Zellen, da das Substrat die intakte
Membran lebender Zellen nicht Gberwinden kann und somit diese nicht erfasst werden.

Anschlielend kénnen durch Zugabe eines Lysereagenz auch die bisher intakten Zellmembra-
nen zerstort werden. Durch die Freisetzung der Proteasen aus den eigentlich vitalen Zellen,
entspricht das neue Lichtsignal der Anzahl aller Zellen. Um die Zellviabilitat indirekt bestimmen

zu kénnen, muss das Lichtsignal der toten Zellen von dem aller Zellen subtrahiert werden®.

H

AAF-N S N._ COOH
T
P
N S
Dead-cell
protease activity
COOH

H.N S N
TOOXT
N/ S +ATP + O,

l Aminoluziferin

AAF- +

Luciferase
Mgz-l-

+Licht

ABBILDUNG 14: Schematisches Reaktionsprinzip des CytoTox-Glo™ Zytotoxizitatstest.
Nach Technical-Bulletin CytoTox-Glo™, Promgega 20173,

Durchfiihrung:
1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Ansetzen einer Zellsuspension mit der entspre-

chenden Anzahl an Zellen/ml je nach Zellreihe (Tabelle 6). Davon je 100 pl/Well in eine
96-Wellplatte aussaen.

2. 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. in wasserdampfgesattigter At-
mosphare.
Pro Well je 1 pl der Extrakte hinzugeben und fur 24 h im Brutschrank inkubieren.
Zellen aus dem Brutschrank entnehmen, lichtmikroskopisch kontrollieren und fir
30 min bei RT lagern, um die Zellsuspensionen abzukiihlen.
Das AAF-Glo™-Substrat mit dem Puffer mischen.

50 pl/Well des gemischten Reagenzes zugeben.
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7. Nach 15 min Inkubationszeit bei RT (davon die ersten 2 min auf einem Plattenruttler)
das Zellkultur-Reagenz-Gemisch in eine weilde, intransparente 96-Well-Platte umpipet-
tieren (dient zur Vermeidung von Lichtleitung in die benachbarten Wells).

8. Messung des Lumineszenssignals der einzelnen Wells mit dem Lumineszenzreader
im Programm CytoTox-Glo™ -Step 1.

9. Das Gemisch wieder auf die transparente Wellplatte zurtick pipettieren.

10. 50 yl/Well der Lysereagenz zugeben.

11. Nach 15 min Inkubationszeit bei RT (davon die ersten 2 min auf einem Plattenruttler)
das Zellkultur-Lysereagenz-Gemisch in eine neue, saubere, weile, intransparente 96-
Well-Platte umpipettieren.

12. Messung des Lumineszenssignals der einzelnen Wells mit dem Lumineszenzreader

im Programm CytoTox-Glo™ -Step 2.

Auswertung:
Der CytoTox-Glo™ -Test besteht aus zwei Schritten. Die Auswertung des ersten Schritts er-

folgte wie die des CellTiter-Glo®. Diese Lumineszenzmessung zeigt als Ergebnis die Zytoto-
xizitat an.

Im zweiten Teil des Versuchs wurde die totale Lumineszenz gemessen, nachdem das Lysere-
agenz hinzugegeben wurde. Mit den gleichen Rechenschritten wie im ersten Teil des Versuchs
konnten die Werte ermittelt werden. Um die indirekte Zellviabilitat zu errechnen, wurde die im
ersten Schritt ermittelte Lumineszenz von der totalen Lumineszenz aus Schritt zwei subtra-
hiert.

Die Zell-Medium-Suspension diente als 100 %- Vergleichswert Je nach hinzugefugten Extrak-
ten oder Kontrollen, wurden die jeweiligen Losungsmittel in Relation dazu in die Rechnung

miteinbezogen.

Zellviabilitat [%] = Step 2 — Step 1

Die eigentliche Zytotoxizitat ermittelte sich durch Subtraktion der indirekten Zellviabilitat von
100 %.

Zytotoxizitit [%] = 100 % — Zellviabilitit [%]
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3.2.6.3 BRDU - PROLIFERATIONSTEST

Bei dem BrdU-Test handelt es sich um einen kolorimetrischen Immunoassay zur Quantifizie-
rung der Zellproliferation. Durch Einbau des Pyrimidinanalogons 5-Brom-2‘-desoxyuridin
(= BrdU) anstelle der Base Thymidin in die DNA wahrend der Replikationsphase vitaler Zellen
(Abbildung 15) ist es mdglich das Proliferationsverhalten der Zellkulturen in Abhangigkeit von
den jeweiligen Extrakten photometrisch zu messen.

Zu Beginn erfolgt die Zugabe des BrdUs zu den Zell-Extrakt-Gemischen und den Kontrollen,
sodass es zum Einbau des Thymidinanalogons durch die Polymerase in die DNA kommt. Nach
der Inkubation werden die Zellen durch das FixDenat-Reagenz denaturiert. An die nun freilie-
gende DNA kann der dazugegeben Peroxidase-gekoppelte Anti-BrdU-Antikérper (Anti-BrdU-
POD-AK) an das freie, neu eingebaute Bromdesoxyuridin binden. Es ist ein monoklonaler An-
tikdrper aus Maushybridzellen, welcher mit einer Peroxidase konjugiert ist. Diese Peroxidase
reagiert mit dem hinzugegeben Substrat Tetramethylbenzidin und flhrt zu einem blauen Far-
bumschlag. Die Farbintensitat korreliert dabei mit der Menge der neu synthetisierten DNA. Das
Stoppen dieser Reaktion mithilfe von Schwefelsaure sorgt fur einen gelben Farbumschlag. Die
Absorption dieses Reaktionsproduktes wird mittels des ELISA-Readers bei einer Wellenlange
von 450 nm gemessen. Zusatzlich kam neben den Ublichen Kontrollen und Leerwerten bei
diesem Test noch eine Backgroundkontrolle zum Einsatz, um eventuelle Zeichen einer unspe-
zifischen Bindung des Anti-BrdU-POD-AKs an Zellen ohne BrdU-Einbau zu registrieren.

Je haufiger sich die Zellen wahrend der Inkubationszeit teilen, desto mehr kommt es zum Ein-
bau des Pyrimidinanalogons. Wenn sich die Zellkulturen also proliferativ sehr aktiv verhalten,
kann dies durch einen intensiveren Farbumschlag demonstriert werden. Findet wiederum
kaum ein Zellwachstum statt, ist kaum eine photometrisch messbare Absorbanz zu verzeich-

nen'?’.

Thymidin 5-Brom-2"-desoxyUridin

ABBILDUNG 15: Funktionsprinzip des BrdU-tests: BrdU unterscheidet sich nur an einer Stelle vom Thymidin und
wird stattdessen eingebaut. Ubernommen nach Cell Proliferation ELISA (Roche 2018)"%7.
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Durchfiihrung:

1.

10.

11

12.

13.
14.

Bestimmung der Lebendzellzahl und Ansetzen einer Zellsuspension mit der entspre-
chenden Anzahl an Zellen/ml je nach Zellreihe (Tabelle 6). Davon je 100 ul/Well in eine
96-Wellplatte aussaen.

24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. in wasserdampfgesattigter At-
mosphare.

Pro Well je 1 pl der Extrakte hinzugeben und fiir 24 h im Brutschrank inkubieren.
Zellen aus dem Brutschrank entnehmen, lichtmikroskopisch kontrollieren und fir
30 min bei RT lagern, um die Zellsuspensionen abzukiihlen.

BrdU-Reagenz ansetzen (1:100 mit jeweiligem Kulturmedium) und je 10 pl/Well zuge-
ben, auller in den Backgroundkontrollen.

Nach 4 h Inkubationszeit im Brutschrank das Medium abkippen und vorsichtig abklop-
fen.

200 pl/Well des FixDenat-Reagenz zugeben, um die Zellen zu fixieren.

Nach 30 min Inkubationszeit bei RT das FixDenat abkippen und vorsichtig abklopfen.
100 pl/Well der Anti-BrdU-POD-AK mit Antibody-dilution-solution im Verhaltnis 1:100
gemischt zugeben.

Nach 60 min Inkubationszeit bei RT die Anti-BrdU-POD-AK-L&sung entfernen.

. Den Waschpuffer mit Aqua dest. 1:10 verdiinnen und die Wells damit je 3x spulen und

anschliel®end ,herausklopfen®.

100 pl/Well Substratldsung (Tetramethylbenzidin) zugegeben und bei RT fir 10 min
inkubieren.

Stoppen der Reaktion durch 25 ul/Well 1-molarer Schwefelsaure.

Durch einen ELISA-Reader photometrische Messung des Farbumschlags bei einer

Wellenlange von 450 nm und einer Referenzlange von 620 nm.

ABBILDUNG 16: Schritt 13 beim BrdU-Test: Abstoppen der Reaktion mit Schwefelsaure.

Durch die geringere Farbintensitat (gestrichelte Linie) ist bereits makroskopisch zu erkennen, dass bei Endoxifen

eine Proliferationshemmung stattfand.
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Auswertung:
Von den Mittelwerten der Absorbanz der Vierfachbestimmungen erfolgte die Subtraktion der

Werte des Mediums von den Werten der Untersuchungsmedien. So konnte der Einfluss des
Kulturmediums ausgeglichen werden.

Die Zell-Medium-Suspension diente als 100 % - Vergleichswert. Je nach hinzugefugten Ex-
trakten oder Kontrollen, wurden die jeweiligen Lésungsmittel in Relation dazu in die Rechnung
miteinbezogen.

Die oben beschriebene Backgroundkontrolle sollte - wenn Gberhaupt - nur eine marginale Ab-
sorbanz bilden, und somit negativ ausfallen, damit ausgeschlossen werden konnte, dass es
eine unspezifische Reaktion der Anti-BrdU-AK mit den Zellen gab.

Die Berechnung erfolgt wie beim CellTiter-Glo® (s. Beispielrechnung CellTiter-Glo®).

3.2.7 MESSUNG DER GLUKOSE- UND LAKTATKONZENTRATION UND DES PH-WERTES

Als Mal fur den Stoffwechsel einer Zelle kamen die Messungen der Glukose und Laktatkon-
zentration zum Einsatz, sowie die Bestimmung des pH-Werts. So konnte untersucht werden,
wie die Stoffwechselleistung der Mammazelllinien durch die Extrakte und Kontrollen beein-
flusst wurde. Durch die drei Parameter konnten Rickschlisse auf den Zellmetabolismus ge-
zogen werden, da nur lebende Zellen zu solchen Stoffwechselleistungen fahig sind’’. Es er-
folgte eine solitare Vierfachbestimmung.

Wenn die Zelle Uber einen erhdohten Energiebedarf verfigt, bendtigt sie mehr Glukose um
diese in ATP umzuwandeln. Tote Zellen kdnnen wenig bis gar keine Glucose mehr aktiv tUber
Transporter aufnehmen und somit auch keinen Stoffwechsel mehr betreiben. Die extrazellu-
lare Glukosekonzentration steigt, je mehr tote Zellen im Verhaltnis zu vitalen Zellen sich in der
Zellsuspension befinden. Die ATP-Synthese kann entweder aerob durch die mitochondriale
Glykolyse erfolgen oder auf anaerobem Weg durch die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat.
Demnach steigt bei vermehrter anaerober Glykolyse viabler Zellen der Laktatspiegel an. Je
mehr vitale Zellen in der Zellsuspension vorhanden sind, umso héher ist die Laktatkonzentra-
tion im Uberstand. Die Laktatkonzentration verhalt sich damit invers zur Glukosekonzentration.
Toxische Effekte sorgen fur eine Stérung des oxidativen Stoffwechsels. Dadurch wird vermehrt
anaerobe Glykolyse betrieben, wodurch wiederum mehr Laktat anfallt. Laktat fihrt gleichzeitig
zu einem Ansauern des Extrazellularraumes, was einen verminderten pH-Wert zur Folge hat”.
Fir einen ausgepragten Zellmetabolismus sprechen eine verminderte Glukosekonzentration
und eine erhdhte Laktatkonzentration im Zelliberstand. Ein elektrochemisches Messprinzip ist
die Grundlage dieses Versuches. Nach Hinzufligen einer Glukoseoxidase reagiert die in der
Probe enthaltene Glukose zu Glukonsaure und Wasserstoffperoxid, welches durch eine Elek-
trode detektiert wird.
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Der daraus generierte Stromfluss ist proportional zur Glukosekonzentration. Am Glukose-
Laktat-Automaten erfolgte diese Messung vollautomatisch.
Der pH-Wert des restlichen Zellkulturiiberstandes konnten durch eine pH-Glaselektrode der

Firma Thermo Scientific gemessen werden“®.

Durchfiihrung:

1. Bestimmung der Lebendzellzahl und Ansetzen einer Zellsuspension mit der entspre-
chenden Anzahl an Zellen/ml je nach Zellreihe (Tabelle 6). Davon je 100 ul/Well in eine
96-Wellplatte aussaen.

2. 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. in wasserdampfgesattigter At-
mosphare.

Pro Well je 1 pl der Extrakte hinzugeben und flir 24 h im Brutschrank inkubieren.

4. Alle Uberstande der jeweiligen Untersuchungssubstanz abpipettieren und in einem Ep-

pendorf Réhrchen zusammenfihren.

Je 20 pl der Uberstande zu 1 ml Pufferldsung.

Untersuchung im ansassigen Routinelabor im Biosen Glucose-/Lactat-Analyzer (Bio-
sen 5140 der Firma EKF-Diagnostic).

7. Die in den Eppendorf Réhrchen befindende restliche Probe (ca. 60 pl) mit dem pH-

Messgerat analysieren.

3.2.8 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Untersuchungen zur Zellviabilitat, Zytotoxizitat und Zellproliferation erfolgten mittels Cell-
Titer-Glo®, CytoTox-Glo™ und BrdU pro Ansatz jeweils in mindestens dreifacher Ausfiihrung
unter Bildung des Mittelwertes. Zusatzlich wurde jeder Test pro Zelllinien dreimal in unter-
schiedlichen Zellpassagen wiederholt (n=3). Eine Ausnahme stellte die Untersuchung des
Zellstoffwechsels (Glukose-, Laktat-, pH- Tests) dar, der aus Kostengriinden nur solitar durch-
geflhrt werden konnte.

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms Microsoft Excel 2019.

Aus den Ergebnissen aller Testdurchldufen wurde zunachst Mittelwerte und anschlieRend die
Standardabweichungen berechnet.

Die Signifikanz der einzelnen Versuchsergebnisse wurde mit dem Student’s T-Test mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 durchgefuhrt, nachdem dieser Test in Vorarbeiten des Labors
vom ansassigen Institut fur Biostatistik und Informatik in Medizin und Altersforschung der Uni-
versitatsmedizin Rostock empfohlen wurde'®®. In allen Diagrammen ist die Signifikanz durch

einen Stern gekennzeichnet.
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V. ERGEBNISSE

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der durchgeflihrten Untersuchungen prasentiert. Im

anschlieRenden Kapitel der Diskussion erfolgt die Interpretation der Ergebnisse.

4.1 HIGH PERFORMANCE LiQuID CROMATOGRAPHY (HPLC)

Mittels der HPLC sollten die selbst hergestellten Phytolacca-Extrakte auf potenzielle Inhalt-
stoffe untersucht werden. Dabei kamen die Wasserextrakte zum Einsatz. Fir jeden Extrakt
erfolgten mindestens zwei Messdurchgange, um etwaige Unterschiede zu Uberprifen. Des
Weiteren erfolgte die Messung mit dem Saccharose-Extrakt, da Haushaltszucker die Tra-
gersubstanz der ,Globuli darstellt.

Die finale Auswertung der HPLC-Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Udo
Jeschke, welcher ein Kooperationspartner des Forschungslabors der UFK Rostock ist.

Zu Beginn der HPLC-Untersuchungen erfolgte die erste Messung als Leerwert, es wurde kein
zu untersuchender Extrakt hinzugegeben. Der Graph zeigt den Verlauf, der durch das Auswa-
schen der Lésungsmittel entsteht. Die Analyse sollte in erster Linie qualitativ erfolgen, um
nachzuweisen, um welche Reinstoffe es sich in den Phytolacca-Extrakten handelt. Fur jeden
.Peak” auf dem Chromatogramm des Phytolacca-Extrakts ware das Ziel gewesen, einen pas-
senden Reinstoff zu identifizieren, welche ebenfalls mittels der HPLC untersucht worden ware.
Liegen die Peaks des Reinstoffes und des Extraktes Uibereinander, so zeigt das eine gleiche

Retentionszeit und damit den Nachweis des Reinstoffes im Extrakt.
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ABBILDUNG 17: HPLC-Ergebnisse der Extrakte, Ordinate 2 Absorbanz in Absorbance Unit, Abszisse 2 Zeit in Mi-

nuten. A zeigt den Graph des ,,C 12-Extraktes®, B den des ,C 30-Extraktes®, C den des ,C 200-Extraktes” und D
den des ,Zuckerwasser-Extraktes.

Schwarz: Farbe des jeweiligen Extraktes, Blau: Leerwert, Turkis: Differenz zwischen Extrakt und Leerwert. Die

schwarze und die blaue Kurve verlaufen bei A-D nahezu identisch, so dass sich die tlirkisene Kurve der Differenz
annahernd auf der Nulllinie befindet.

Beim Betrachten der Abbildung 17 fallt auf, dass bei allen drei Phytolacca-Extrakten (C 12,
C 30, C 200) die Chromatogramme nahezu direkt auf denen des Leerwerts verlaufen und
keine Peaks zu sehen sind. Es konnten somit in den ,Globuli-Extrakten“ keine Inhaltstoffe dif-
ferenziert werden.

Der Graph des ,Zuckerwasser-Extraktes® verlauft ebenfalls nahezu auf dem des Leerwertes.

Bei der Untersuchung der Tragersubstanz Saccharose kam es somit auch zu keinem Peak.
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ABBILDUNG 18: HPLC-Ergebnisse der Referenzen, Ordinate = Absorbanz in Absorbance Unit, Abszisse £ Zeit in
Minuten. A zeigt den Graph von Daidzein, B den Kampferol, C den von Genistein und D den Quercetin.

Schwarz: Farbe der jeweiligen Referenz, Blau: Leerwert, Tirkis: Differenz zwischen Referenz und Leerwert, welche
bei A-D einen eindeutigen Peak zeigt.

Um zu zeigen, dass die Versuchsmethode der HPLC jedoch funktionierte, und in anderen zu
untersuchenden Stoffen ein Peak nachgewiesen werden konnte, kamen kommerziell erwor-
bene Reinsubstanzen als Referenzen zum Einsatz: Daidzein, Kampferol, Genistein und Quer-
cetin. Bei allen kam es in der DMSO Phase zu einem eindeutigen Peak, welcher den jeweiligen
Substanzen zugeschrieben werden konnte (Abbildung 18).

Da die hier durchgefuhrte Analyse nicht zeigen konnte, dass die Referenzen Inhaltstoffe der

Phytolacca-Extrakte sind, kamen sie in weiteren Versuchen nicht mehr zum Einsatz.
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4.2 IMMUNHISTOCHEMIE (IHC)

Durch die immunhistochemische Untersuchung konnte der Hormonrezeptorstatus der verwen-
deten Zellreihen beztiglich der Estrogenrezeptoren a (ER-a) und B (ER-B) sowie ein Proges-
teronrezeptor (PR) untersucht und gegebenenfalls gesichert werden.

Der Hormonrezeptorstatus ist in der Literatur schon haufig beschrieben'®. Je nach Charge
kann es aber zu Variationen der Expressionsprofile kommen, weshalb in dieser Arbeit der
Rezeptorstatus nochmals untersucht und potenziell bestatigt werden sollte.

Ein positiver Rezeptorstatus liegt vor, wenn lichtmikroskopisch ein roter Farbumschlag festge-
stellt werden kann. Als Uberpriifung der Funktion des Tests lief eine Negativkontrolle (NK)

ohne primare Antikdrper mit. Diese durfte keine rote Farbreaktion zeigen.

4.2.1 HORMONREZEPTORPOSITIVE ZELLLINIEN

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der Zellreihen MCF-12A und MCF-7 kam es bei
der Testung aller drei Rezeptoren zu einer rétlichen Verfarbung. Aufierdem wurde bei diesen
beiden Zellreihen zusatzlich noch auf den Rezeptor c-erb-B2 untersucht, welcher sich durch
eine rote Farbreaktion ebenfalls als positiv verifizierte (Abbildung 19 und 20). Die Zellen der
Negativkontrollen verfarbten sich nicht rétlich, das Testverfahren funktionierte somit, wodurch
belegt werden konnte, dass die beiden Zellreihen die Hormonrezeptoren ER-a, ER-B, PR und

c-erb-B2 exprimieren.

£/ § " IHC
MCF-12A
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ABBILDUNG 19: Immunhistochemische Untersuchung der MCF-12A-Zelllinie, lichtmikroskopische Aufnahme in 20x
Vergrofierung; bei allen getesteten Rezeptoren ist eine rotliche Farbreaktion zu erkennen (Pfeile zeigen auf bei-
spielhafte Zellen), welche die Expression der jeweiligen Rezeptoren zeigt. Bei der Negativkontrolle ist keine Farbre-
aktion zu erkennen. ER = Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, NK = Negativkontrolle.

52



ERGEBNISSE

o

ABBILDUNG 20: Immunhistochemische Untersuchung der MCF-7-Zelllinie, lichtmikroskopische Aufnahme in 20x
VergréRerung; bei allen getesteten Rezeptoren ist eine rétliche Farbreaktion zu erkennen (Pfeile zeigen auf bei-
spielhafte Zellen), welche die Expression der jeweiligen Rezeptoren zeigt. Bei der Negativkontrolle ist keine Farbre-
aktion zu erkennen. ER = Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, NK = Negativkontrolle.

4.2.2 HORMONREZEPTORNEGATIVE ZELLLINIEN
Die Immunhistochemie der Zellreihen MCF-10A und MDA-MB-231 zeigte bei keinem der drei

Rezeptoren eine rétliche Farbreaktion unter dem Lichtmikroskop und glichen somit den Zellen

der Negativkontrolle (Abbildung 21 und 22). Es konnte damit belegt werden, dass beide ver-

wendeten Zelllinien weder ER-a und ER-f3, noch PR exprimieren.

IHC
MCF-10A

ABBILDUNG 21: Immunhistochemische Untersuchung der MCF-10A-Zelllinie, lichtmikroskopische Aufnahme in 20x
VergroRerung; bei allen getesteten Rezeptoren ist keine rétliche Farbreaktion zu erkennen (Pfeile zeigen auf bei-
spielhafte Zellen), was keine Expression der jeweiligen Rezeptoren zeigt. Bei der Negativkontrolle ist ebenfalls
keine Farbreaktion zu erkennen. ER = Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, NK = Negativkontrolle.
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IHC
MDA-MB-231

ABBILDUNG 22: Immunhistochemische Untersuchung der MDA-MB-231-Zelllinie, lichtmikroskopische Aufnahme in
20x Vergrofierung; bei allen getesteten Rezeptoren ist keine rétliche Farbreaktion zu erkennen (Pfeile zeigen auf
beispielhafte Zellen), was keine Expression der jeweiligen Rezeptoren zeigt. Bei der Negativkontrolle ist ebenfalls
keine Farbreaktion zu erkennen. ER = Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, NK = Negativkontrolle.

4.3 IN-VITRO ZELLTESTS

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der in-vitro Zelltests der vier Zelllinien unterei-
nander vergleichend dargestellt. Dabei sind je die zwei benignen Zelllinien, MCF-12A und
MCF-10A, und die beiden malignen Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 in einem Diagramm
abgebildet. Ein weiteres Diagramm zeigt den Uberblick (iber alle vier Zelllinien exemplarisch
an den ,100 % Extrakten®.

Im Verhaltnis zu den unbeeinflussten Zellen (,Medium + Zellen®) sind die verwendeten L6-
sungsmittel aufgetragen. Alle Grafiken der untersuchten Substanzen (Extrakte, Kontrollen)
sind prozentual zu den entsprechenden Lésungsmitteln dargestellt. So konnten Auswirkungen
der Lésungsmittel auf die Zellen eliminiert werden (Tabelle 5). Die Mittelwerte der Referenz-
gruppe ,Medium + Zellen® sind auf 100 % gesetzt, um die Ergebnisse einheitlich darzustellen.
Fur jede untersuchte Probe wird sowohl die Standardabweichung als auch die Signifikanz mit

einem Signifikanzniveau von p < 0,05 durch einen Stern angegeben.
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4.3.1 CELLTITER-GLO® - VIABILITATSTEST

Bei dem CellTiter-Glo® -Test von Promega kann die Zellviabilitat mithilfe des ATP-Gehalts
vitaler Zellen durch Lumineszenz-Messungen bestimmt werden.

Die Abszisse zeigt die Proben in g/l. Auf der Ordinate ist die Zellviabilitat in Prozent aufgefihrt.
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ABBILDUNG 23: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=3): CellTiter-Glo®, nach 24 h; Einfluss der
Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der
Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardab-
weichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefihrt.

Im CellTiter-Glo® -Test zeigt sich weder fur MCF-12A noch fir MCF-10A nach Hinzugabe
der Extrakte eine Hemmung der Zellviabilitat (CV) (Abbildung 23). Dabei gibt es keinen er-
kennbaren Unterschied unter den einzelnen Extrakten der verschieden dosierten ,Globuli®
(Phytolacca C 12, C 30 und C 200). Beispielsweise betragt die Zellviabilitat bei dem ,C 12-
Extrakt 100 %" nahe 100 %. Dies entspricht keiner beeinflussenden Wirkung (MCF-12A:

CV =97,1%, SD # 3,05, p < 0,18; MCF-10A: CV = 99,1 %, SD # 8,91, p < 0,87). Ahnliches
zeigt sich bei den Werten des ,,C 200-Extrakt 100%“ (MCF-12A: CV = 95,0 %, SD % 5,50,

p <0,19; MCF-10A: CV =98,5 %, SD £ 11,62, p < 0,83). Beim Betrachten der einzelnen Ver-
dinnungsstufen zeigt sich ebenfalls keine Abstufung. Sowohl die 100 % Extrakte als auch
die 10 % Extrakte zeigen keine Wirkung auf die Viabilitat der Zellen.

Im Vergleich der beiden Zelllinien fallt auf, dass die Extrakte auf die MCF-10A Zellen (rezep-
tornegativ) tendenziell eine leicht steigernde Wirkung auf die Viabilitat haben, was beispiels-
weise am ,,C 30-Extrakt 100 %" zu erkennen ist (MCF-10A: CV = 106,8 %, SD + 15,9,

p < 0,49).
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Als Kontrolle der Tragersubstanz Saccharose wurde die Zellviabilitdt nach Hinzugeben von
»Zuckerwasser-Extrakt® untersucht. Die Ergebnisse gleichen denen der ,Globuli-Extrakte®
(MCF-12A: CV =99,1 %, SD + 8,39, p < 0,86; MCF-10A: CV =106,3 %, SD + 10,92,

p < 0,37). Es kann keine hemmende Wirkung, sondern tendenziell, in erster Linie bei den
MCF-10A Zellen, eine viabilitatsteigernde Wirkung festgestellt werden.

Die verwendeten Kontrollen Estradiol und Endoxifen zeigen eine zu erwartende Wirkung. Als
Negativkontrolle diente Estradiol. Unter dessen Einwirkung verandert sich die Zellviabilitat
nur geringfugig (MCF-12A: CV = 100,2 %, SD % 3,13, p < 0,94; MCF-10A: CV = 93,9 %,

SD % 4,31, p < 0,07). Bei der Positivkontrolle Endoxifen hingegen zeigt sich eine hoch signifi-
kante, nahezu komplette Hemmung der Zellviabilitat, die EDso wird deutlich erreicht
(MCF-12A: CV = 0,04 %, SD + 0,01, p < 0,02x10"%; MCF-10A: CV = 0,03 %, SD + 0,01,

p < 0,05x107"°).

CellTiter-Glo® (n=3) = MCF-7
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ABBILDUNG 24: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, (n=3): CellTiter-Glo®, nach 24 h; Einfluss der
Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der
Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Lésungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Stan-
dardabweichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.

Fir die zwei malignen Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 zeigen sich im CellTiter-Glo® -
Test ahnliche Ergebnisse, wie fur die beiden benignen Zelllinien (Abbildung 24): Es kann na-
hezu keine hemmende Wirkung der Extrakte auf die Zellviabilitat festgestellt werden, weder
bei den unterschiedlichen Extrakten, noch bei den einzelnen Verdinnungen. Die Zellviabilitat
betragt bei den ,Globuli-Extrakten mindestens 91,7 % (MCF-7 bei ,C 12-Extrakt 20 %") und
maximal 111,7 % (MDA-MB-231 bei ,C 12-Extrakt 10 %*).
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Im Vergleich der beiden Zelllinien fallt hier bereits auf, dass die MDA-MB-231 Zellen Uber-
wiegend eine viabilitdtssteigerndere Wirkung erfahren haben (CV > 100 %) als die MCF-7
Zellen. Dies zeigt sich beispielsweise beim ,C 12-Extrakt 50 %“ (MCF-7: CV = 93,0 %,

SD + 10,81, p < 0,32; MDA-MB-231: CV = 107,4 %, SD = 1,74, p < 0,002). Einzelne Extrakte
konnten auf die MCF-7 Zellen eine minimal hemmende Wirkung austiben, die jedoch nicht
signifikant ist.

Der ,Zuckerwasser-Extrakt® zeigt wieder eine tendenziell viabilitatsteigernde Wirkung, vor al-
lem bei den MDA-MB-231 Zellen (MCF-7: CV = 101,0 %, SD % 8,60, p < 0,83; MDA-MB-231:
CV =117,2 %, SD £ 9,08, p < 0,03).

Unter Estradiolwirkung verandert sich die Zellviabilitat nicht signifikant (MCF-7: CV = 99,0 %,
SD £ 5,60, p <0,77; MDA-MB-231: CV =101,9 %, SD + 1,69, p < 0,12). Eine signifikante,
nahezu komplette Hemmung zeigt dagegen Endoxifen auf beide Zelllinien und erfullt die
EDso damit deutlich (MCF-7: CV = 0,03 %, SD + 0,004, p < 0,02x10'%; MDA-MB-231:

CV =0,03 %, SD + 0,05x10"® p < 0,03x10°).

In der folgenden Abbildung 25 sind die Viabilitatsergebnisse von allen vier Zelllinien zum

besseren Verstandnis nochmals zusammengefasst.
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ABBILDUNG 25: Zellviabilitat aller vier Zelllinien (MCF-12A, MCF-10A, MCF-7 und MDA-MB-231), (n=3): CellTiter-
Glo®, nach 24 h; Einfluss der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der ,100 % - Extrakte” auf die Viabilitat
der Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Lésungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Stan-
dardabweichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.
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Fazit: Beim Vergleich der vier Zelllinien zeigt sich unter den einzelnen Zelllinien kein deutli-
cher Unterschied (Abbildung 25), so ist die Zellviabilitdt immer nahe 100 %. Die benignen
Zelllinien (MCF-12A und MCF-10A) unterscheiden sich in der Zellviabilitat kaum von den ma-
lignen Zelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231).

Nuancen sind jedoch erkennbar, wenn man die rezeptorpositiven Zelllinien (MCF-12A und
MCF-7) den rezeptornegativen Zelllinien (MCF-10A und MDA-MB-231) gegenlberstellt. Auf
letztere Ubten die Extrakte beim CellTiter-Glo® -Test tendenziell eine starker viabilitatsgestei-
gernde Wirkung aus, das lasst sich beispielsweise am ,C 12-Extrakt 100 %" sehen
(MCF-12A: CV =97,1; MCF-7: CV = 92,6 % und MCF-10A: CV = 99,1 %; MDA-MB-231:

CV =102,3%).

CellTiter-Glo® (n=3) _CellTiter-Glo® (n=3)
Lésungsmittelkontrollen Losungsmittelkontrollen
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ABBILDUNG 26: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A
ABBILDUNG 27: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231
(n=3): CellTiter-Glo®, nach 24 h; Einfluss der Lésungsmittel auf die Viabilitit der Zellen im Verhaltnis zu

unbeeinflussten Zellen (Medium + Zellen). lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardabweichung
und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefihrt.
Die beiden verwendeten Losungsmittel (Aqua dest. und 90 % Ethanol) wirkten sich nicht auf

die Zellviabilitat aus (Abbildung 26 und 27).
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4.3.2 CYTOTOX-GLO™ - ZYTOTOXIZITATSTEST

Bei dem CytoTox-Glo™ -Test von Promega, einem Zytotoxizitats- bzw. Viabilitatstest, werden
aus toten Zellen freigesetzte Enzyme bestimmt, wodurch im Rulckschluss die vitalen Zellen
ermittelt werden kénnen.

In den folgenden Abbildungen zeigt die Abszisse die Proben in g/l. Auf der Ordinate ist die

Zellviabilitat in Prozent aufgefihrt.
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ABBILDUNG 28: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=3): CytoTox-Glo™, nach 24 h; Einfluss der
Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der
Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardab-
weichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.

Im CytoTox-Glo™ -Test zeigt sich weder fiir MCF-12A noch fir MCF-10A nach Hinzugabe der
Extrakte eine Hemmung der Zellviabilitat (Abbildung 28). Beim Vergleich der Extrakte unterei-
nander lasst sich dabei kein Unterschied feststellen. Alle Extrakte zeigen bei beiden benignen
Zelllinien keinerlei hemmende Wirkung, die Zellviabilitat betragt nie < 100 %. Somit wirken sich
sowohl die verschiedenen ,Globuli-Extrakte® (Phytolacca C 12, C 30, C 200), als auch die ein-
zelnen Verdunnungsstufen (100 %, 50 %, 20 %, 10 %) nur geringfiigig anders auf die Zellvia-
bilitdt aus. Die Ergebnisse zeigen, dass nicht nur keine Viabilititshemmung von den Extrakten
ausgeht, sondern stattdessen eine gesteigerte Wirkung auf die Zellen festzustellen ist. Diese
Wirkung ist bei den rezeptornegativen MCF-10A Zellen ausgepragter, wie beispielsweise beim
,C 200-Extrakt 10 %"“ zu erkennen ist (MCF-12A: CV = 109,2 %, SD + 3,98, p < 0,02;
MCF-10A: CV = 125,7 %, SD + 32,17, p < 0,38).
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Eine deutliche gesteigerte Viabilitat zeigt sich auch bei der Kontrolle ,Zuckerwasser-Extrakt®
(MCF-12A: CV =114,4%, SD £ 10,49, p <0,08; MCF-10A: CV =135,0 %, SD + 33,49,
p <0,28).

Unter der Einwirkung von Estradiol, welches als Negativkontrolle verwendet wurde, steigt die
Zellviabilitat leicht (MCF-12A: CV =106,3 %, SD + 6,90, p < 0,19; MCF-10A: CV = 119,6 %,
SD + 18,59, p <0,27). Das als Positivkontrolle verwendete Endoxifen zeigt hingegen eine
Hemmung (MCF-12A: CV = 5,8 %, SD + 1,27, p < 0,02x10%; MCF-10A: CV = 6,9 %, SD + 5,53
p < 0,002), die EDso wird erreicht.

CytoTox-Glo™ (n=3) =MCF-7
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ABBILDUNG 29: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=3): CytoTox-Glo™, nach 24 h; Einfluss der
Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der
Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardab-
weichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.

Auch fir die malignen Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 zeigt sich im CytoTox-Glo™ -Test
keine zellviabilitdtshemmende Wirkung der Extrakte auf die Zellen (Abbildung 29). So betragt
der niedrigste Werte flr die Zellviabilitat in diesem Versuch bei den MCF-7 Zellen 102,6 %
(,C 30-Extrakt 20 %) und bei den MDA-MB-231 Zellen 115,6 % (,C 30-Extrakt 50 %"). Bei den
unterschiedlichen ,Globuli-Extrakten oder den verschiedenen Verdinnungen ist kein zusam-
menhangender Unterschied festzustellen. Tendenziell entsprechen alle Ergebnisse der Ex-
trakte damit einer viabilitdtssteigernden Wirkung auf die Zellen (CV > 100 %). Dies zeigt sich
beispielsweise anhand einer signifikanten Steigerung der Viabilitdt beider Zelllinien beim
,C 12-Extrakt 10 %“ (MCF-7: CV =161,5%, SD * 35,04, p <0,038;, MDA-MB-231:
CV =139,8 %, SD = 5,91, p < 0,001).
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Eine stark viabilitatssteigernde Wirkung fand vor allem bei den rezeptorpositiven MCF-7 Zellen
statt. Bei insgesamt drei Extrakten Ubersteigt die Zellviabilitat deutlich die 150 %

(C 12-Extrakt 20 %: CV = 183,7 %, C 12-Extrakt 10 %: CV = 161,5 %, C 200-Extrakt 10 %:
CV =188,7 %). Bei den rezeptornegativen MDA-MB-231 Zellen ist die Viabilitatssteigerung
am signifikantesten bei dem ,C 200-Extrakt 10 %“ ausgepragt (CV = 158,7 %, SD = 12,34,
p <0,001).

Die Kontrolle ,Zuckerwasser-Extrakt* zeigt bei den MCF-7 Zellen eine weniger viabilitatsstei-
gernde Wirkung (CV = 107,8 %, SD % 46,38, p < 0,78) und bei den MDA-MB-231 Zellen eine
signifikante proliferierende Wirkung (CV = 157,1 %, SD £ 5,57, p < 0,05x10°3).

Unter Estradiolwirkung steigert sich die Zellviabilitat marginal. (MCF-7: CV = 106,9 %,

SD + 28,2, p < 0,69; MDA-MB-231: CV = 101,47 %, SD % 8,68, p < 0,78). Eine signifikante,
starke Hemmung zeigt wiederum auch hier Endoxifen auf beide Zelllinien und unterbietet die
EDso damit deutlich (MCF-7: CV = 5,4 %, SD + 3,59, p < 0,01x10*; MDA-MB-231:

CV =0,45%, SD £ 0,36 p < 0,01x10®).

In der folgenden Abbildung 30 sind die Viabilitatsergebnisse von allen vier Zelllinien zum

besseren Verstandnis nochmals zusammengefasst.
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ABBILDUNG 30: Zellviabilitat aller vier Zelllinien (MCF-12A, MCF-10A, MCF-7 und MDA-MB-231), (n=3): CytoTox-
Glo™, nach 24 h; Einfluss der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der ,100 % - Extrakte” auf die Viabilitat
der Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Stan-
dardabweichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.
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Fazit: Im gemeinsamen Vergleich aller vier Zelllinien zeigen sich bei den verschiedenen
,Globuli-Extrakten” keine ausgepragten Unterschiede in den Ergebnissen (Abbildung 30). So
sind keinerlei zytotoxische bzw. viabilititshemmende Effekte auf die Mammazellen zu erken-
nen. Die Zellviabilitat ist stets Uber 100 %.

Bei den beiden malignen Zelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231) ist im Vergleich zu den zwei
benignen Zelllinien (MCF-12A und MCF-10A) im CytoTox-Glo™ -Test eine noch starker aus-
gepragte viabilitatssteigernde Wirkung auf die Zellen zu erkennen. Dies wird zum Beispiel
beim ,,C 30-Extrakt 100 %“ deutlich (MCF-7: CV = 138,6 %; MDA-MB-231: CV = 120,6% und
MCF-12A: CV =100 %; MCF-10A: CV = 115,3 %).
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ABBILDUNG 31: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A
ABBILDUNG 32: Zellviabilitat der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231

(n=3): CytoTox-Glo™, nach 24 h; Einfluss der Lésungsmittel auf die Viabilitdt der Zellen im Verhaltnis zu
unbeeinflussten Zellen (Medium + Zellen). lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardabweichung
und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefihrt.

Die verwendeten Losungsmittel (Aqua dest. und 90 % Ethanol) wirkten sich geringfigig auf
die Zellviabilitat aus (Abbildung 31 und 32). Tendenziell bei allen Zelllinien jedoch eher zellvi-
abilitdtshemmend, was sich vor allem am 90 % Ethanol zeigt (MCF-12A: CV = 94,1;
MCF-10A: CV = 88,3 %; MCF-7: CV = 87,6 %; MDA-MB-231: CV = 91,5%).
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4.3.3 BRDU - PROLIFERATIONSTEST

Bei dem BrdU-Test von der Firma Roche, einem Proliferationstest, wird neu synthetisierte DNA
ermittelt, wodurch Riickschlisse auf das Wachstumsverhalten der Zellen geschlossen werden
kénnen.

Die Abszisse zeigt die Proben in g/l. Auf der Ordinate ist die Zellproliferation in Prozent aufge-
fuhrt.
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ABBILDUNG 33: Zellproliferation der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=3): BrdU-Test, nach 24 h; Einfluss der
Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen auf die Proliferation
der Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Stan-
dardabweichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.

Im BrdU-Test zeigen die ,Globuli-Extrakte® auf die beiden benignen Zelllinien MCF-12A und
MCF-10A keine starke Hemmung der Zellproliferation (= CP) (Abbildung 33). Dabei lasst sich
auch keine Dosis-Wirkungs-Beziehung nachvollziehen, es ist also kein deutlicher Unterschied
zwischen den einzelnen ,Globuli-Extrakten® oder den unterschiedlichen Verdiinnungen zu er-
kennen. Beispielsweise gleichen die Ergebnisse des ,C 30-Extrakt 100 %“ (MCF-12A:

CP =102,0 %, SD + 4,39, p < 0,47; MCF-10A: CP =94,0 %, SD = 2,24, p < 0,01) denen des
,C 200-Extrakt 10 %“ (MCF-12A: CP =101,5 %, SD £ 9,0, p <0,7; MCF-10A: CP =92,9 %,
SD £ 4,19, p < 0,04). Bei einigen ,Globuli-Extrakten® liegt ein leichter proliferationssteigernder
Effekt vor mit CP >100% (MCF12-A: C 30-Extrakt 100 %, C 200-Extrakt 10 %; MCF-10A:
C 12-Extrakt 50 %, 20 % und 10 %). Der Maximalwert mit der héchsten Proliferation erreicht
bei den rezeptorpositiven MCF-12A Zellen der ,C 12-Extrakt 100 %" (CP = 102,0 %,
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SD * 4,39, p < 0,47) und bei den rezeptornegativen MCF-10A Zellen der ,C 12-Extrakt 10 %"
(CP =103,2 %, SD % 5,26, p < 0,35). Der Minimalwert, und damit die grof3te Hemmung der
Proliferation, jedoch immer noch > 90 %, fand bei den MCF-12A Zellen bei ,,C 12-Extrakt 10 %"
statt (CP =92,4 %, SD £ 5,03, p < 0,058). Bei den MCF-10A Zellen ergibt sich die geringste
Proliferation bei ,,C100-Extrakt 10 %" (CP = 92,9 %, SD + 4,19, p < 0,04).

Die Kontrolle ,Zuckerwasser-Extrakt zeigt in diesem Versuch minimal hemmende Wirkung
(MCF-12A: CP = 97,8 %, SD £ 9,00, p < 0,70; MCF-10A: CP =91,1 %, SD * 3,98, p < 0,018).
Die Negativkontrolle von Estradiol zeigt kaum eine Wirkung mit Werten von CP nahe 100 %
(MCF-12A: CP = 96,2 %, SD * 3,62, p < 0,14; MCF-10A: CP =103,4 %, SD * 3,09, p < 0,13).
Endoxifen wiederum erreicht flr beide Zelllinien eine statistisch hochsignifikante Proliferati-
onshemmung, deutlich unter der EDso (MCF-12A: CP =4,9 %, SD + 2,28, p < 0,02x10°;
MCF-10A: CP =4,2 %, SD £ 0,62, p < 0,01x107).
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ABBILDUNG 34: Zellproliferation der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, (n=3): BrdU-Test, nach 24 h; Einfluss der
Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen auf die Proliferation der
Zellen im Verhaltnis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardab-
weichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefiihrt.

Die ,Globuli-Extrakte“ zeigen im BrdU-Test fur die beide malignen Zelllinien MCF-7 und MDA-
MB-231 so gut wie keine dosisabhangige Wirkung auf die Proliferation (Abbildung 34). Eine
marginale proliferationshemmende Wirkung ist lediglich bei zwei Verdinnungen des C 30-Ex-
traktes auf die MDA-MB-231 Zellen zu erkennen (C 30-Extrakt 20 %: CP = 98,4 %, SD + 1,72,
p <0,19; C 30-Extrakt 10 %: CP =99,1 %, SD + 1,36, p <0,28). Alle anderen ,Globuli-Ex-

trakte“ hatten auf die Mammakarzinomzellen eine proliferationssteigernde Wirkung. Bei den
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rezeptorpositiven MCF-7 Zellen erreicht ,C 200-Extrakt 20 %“ die hochste, signifikante
Prolifertionssteigerung (CP = 113,6 %, SD * 3,49, p <0,003). Bei rezeptornegativen MDA-
MB-231 Zellen zeigt sie sich bei ,C 200-Extrakt 10 %“ (CP = 113,0 %, SD % 7,02, p < 0,032).
Die zwei Zelllinien stellen sich bei diesem Proliferationstest relativ einheitlich dar und gleichen
sich in den einzelnen Werten bei den unterschiedlichen Extrakten, wie beispielsweise bei
,C 12-Extrakt 100 %“ (MCF-7: CP =103,3%, SD+282, p <0,07; MDA-MB-231:
CP=104,9%, SD + 2,54, p <0,027) und ,C 200-Extrakt 50 %“ (MCF-7: CP = 108,5 %,
SD + 8,65, p < 0,16; MDA-MB-231: CP = 106,7 %, SD % 1,59, p < 0,001) zeigt.

Die Kontrolle ,Zuckerwasser-Extrakt* zeigt eine geringfiigig proliferationssteigernde Wirkung
(MCF-7: CP =103,7 %, SD £4,38, p <0,21; MDA-MB-231: CP =110,1 %, SD % 7,06,
p < 0,07). Bei Estradiol kann kaum eine Wirkung auf die Mammakarzinomzellen nachgewie-
sen werden (MCF-7: CP = 96,9 %, SD £ 6,02, p < 0,43; MDA-MB-231: CP = 94,7 %,

SD £ 2,70, p < 0,026). Nur die Kontrollsubstanz Endoxifen zeigt eine fast komplette, signifi-
kante Proliferationshemmung unter der EDso (MCF-7: CP =5,4 %, SD + 2,47, p < 0,03x10°%;
MDA-MB-231: CP = 2,9 %, SD + 0,40, p < 0,02x10°%).

In der folgenden Abbildung 35 sind die Proliferationsergebnisse von allen vier Zelllinien zum

besseren Verstandnis nochmals zusammengefasst.
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ABBILDUNG 35: Zellproliferation aller vier Zelllinien (MCF-12A, MCF-10A, MCF-7 und MDA-MB-231), (n=3): BrdU-
Test, nach 24 h; Einfluss der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der ,100 % - Extrakte“ auf die Prolifera-
tion der Zellen im Verhalinis zum jeweiligen Losungsmittel. lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange,
Standardabweichung und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefuhrt.
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Fazit: Beim abschlieBenden Vergleich aller vier Mammagzelllinien zeigt sich zwischen den ver-
schiedenen Zelllinien keine grofie Diskrepanz (Abbildung 35). Die Zellproliferation ist bei den
,Globuli-Extrakten” immer nahe 100 %, was weder einer hemmenden noch einer steigernden
Wirkung entspricht.

Die Extrakte zeigen auf die malignen Zelllinien MCF-7 und MDA-MB231 verglichen mit den
benignen Zelllinien (MCF-12A und MCF-10A) im BrdU-Test tendenziell eine starkere, prolife-
rierende Wirkung, dies wird beispielsweise bei ,C 200-Extrakt 100 %“ sichtbar: (MCF-7:
CP =107,8 %; MDA-MB-231: CP=104,4% und MCF-12A: CP =95,6 %; MCF-10A:
CP =942 %).
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ABBILDUNG 36: Zellproliferation der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A
ABBILDUNG 37: Zellproliferation der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231

(n=3): BrdU-Test, nach 24 h; Einfluss der Lésungsmittel auf die Proliferation der Zellen im Verhaltnis zu
unbeeinflussten Zellen (Medium + Zellen). lllustriert sind die Mittelwerte der Testdurchgange, Standardabweichung
und Signifikanz (p < 0,05) sind aufgefihrt.

Die verwendeten Lésungsmittel (Aqua dest. und 90 % Ethanol) wirken sich nahezu nicht auf
die Zellproliferation aus (Abbildung 36 und 37). Marginal ist lediglich vor allem bei den malig-
nen Zelllinien eine leichte proliferationshemmende Wirkung festzustellen, was sich dort am
meisten beim 90 % Ethanol zeigt (MCF-7: CP = 90,5 %, SD * 1,60, p < 0,001; MDA-MB-231:
CP =96,1%, SD + 1,91, p < 0,02).
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4.3.4 FAZIT DER IN-VITRO ZELLTESTS

In den durchgeflihrten Untersuchungen zur Zellviabilitdt und Zellproliferation konnte fir die
,Globuli-Extrakte” keine eindeutige hemmende Wirkung nachgewiesen werden. Dabei zeigen
die vier Zelllinien keine klaren Unterschiede. Auch beim Vergleich der einzelnen ,Globuli-Ex-
trakte” untereinander fallt weder bei den unterschiedlich hochdosierten ,Globuli“ (Phytolacca
in C 12, C 30 und C 200), noch bei den verschiedenen Verdiinnungen ein sich wiederholender
Unterschied zwischen den Extrakten auf. Die ,Globuli-Extrakte“ zeigen in allen Untersuchun-
gen eine ahnliche Wirkung, tendenziell eine viabilitadts-/proliferationssteigerndere Wirkung, wie
die Kontrollsubstanz ,Zuckerwasser-Extrakt".

Lediglich die Positivkontrolle Endoxifen weist bei allen Untersuchungen eine signifikant hem-
mende Wirkung auf.

Beim Cell-Titer-Glo® -Test fallt auf, dass es bei den beiden rezeptornegativen Zelllinien zu
einer starkeren Viabilitatssteigerung kommt, als bei den beiden rezeptorpositiven Zelllinien.
Der CytoTox-Glo™ -Test und der BrdU-Test zeigen bei den malignen Zelllinien MCF-7 und
MDA-MB-231 tendenziell eine starkere Viabilitats-/Proliferationssteigerung, als bei den beiden

benignen Zelllinien.

44 MESSUNG DER GLUKOSE- UND LAKTATKONZENTRATION UND DES PH-WERTES

Um die Stoffwechsellage der Zellen bewerten zu kénnen, erfolgt die Bestimmung der Glukose-
und Laktatkonzentration, sowie des pH-Wertes im Uberstand der Zellen. Die Ergebnisse sind
im Folgenden dargestellt. Zusammengefasst sind je die zwei benignen und die zwei malignen
Zelllinien. Anhand der Messungen sollte hauptsachlich die Vitalitdt der Zellen Uberpruft wer-
den. Die pH-Messung sollte aullerdem untersuchen, ob eine aerobe oder anaerobe Stoffwech-

sellage vorliegt. Letztere ware mit einem niedrigen pH-Wert assoziiert.
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441 GLUKOSE-MESSUNG

Die Glukosewerte zeigen bei den benignen Zelllinien jeweils ein relativ konstantes Bild (Ab-
bildung 38).
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ABBILDUNG 38: Glukose-Messung der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=1): Glukosekonzentration [mmol/l] im
Medium nach 24 h unter Einwirken der Referenz (Medium+Zellen), der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie
der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen.

Bei den rezeptorpositiven MCF-12A Zellen ergeben sich unter Einwirkung der verschiedenen
Extrakte und ihrer Verdinnungen ahnliche Ergebnisse wie fur ,Medium+Zellen® (Glu-
kose = 11,9 mmol/l), was als Referenzwert dient. Dies verdeutlicht, dass die Extrakte keinen
grolRen Einfluss auf den Zuckergehalt des Mediums genommen haben. Der Minimalwert der
,Globuli-Extrakte“ bei dieser Zelllinie ergibt sich unter dem ,C 200-Extrakt 50 %“ (Glu-
kose = 9,5 mmol/l), der Maximalwert fir ,,C 200-Extrakt 10 %“ (Glukose = 12,3 mmol/l). Dies
ergibt eine Range von 2,8 mmol/l. Die Kontrolle Endoxifen erreicht den héchsten Anstieg der
Glukosekonzentration (Glukose = 14,7 mmol/l) und ,Zuckerwasser-Extrakt* den zweithéchs-
ten (Glukose = 13,4 mmol/l). Estradiol wiederum zeigt nur einen marginalen Unterschied von
0,09 mmol/l verglichen mit dem Referenzwert Medium + Zellen (Glukose = 12,0 mmol/l).

Die Ergebnisse der rezeptornegativen MCF-10A Zellen fallen ungeféhr 4,5 mmol/l héher aus,
als bei den MCF-12A Zellen. Die Range bei den MCF-10A Zellen unter Einwirken der ,Globuli-
Extrakte® zeigt sich einheitlicher mit 1,8 mmol/l (Maximum: ,C 30-Extrakt 100 %“ (Glu-
kose = 16,5 mmol/l), Minimum: ,C 12-Extrakt 100 %" (Glukose = 14,7 mmol/l) bei einem Refe-
renzwert von 15,1 mmol/l, was auch hier gegen einen ausgepragten Einfluss auf den Zucker-
gehalt spricht. Die Kontrolle Estradiol zeigt ein sehr ahnliches Ergebnis wie die Referenz (Glu-

kose = 15,3 mmol/l).
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Endoxifen steigert die Glukosekonzentration geringfiigig (Glukose = 16,0 mmol/l). Die hdchste

Steigerung bewirkt ,Zuckerwasser-Extrakt‘ (Glukose = 17,9 mmol/l).
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ABBILDUNG 39: Glukose-Messung der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, (n=1): Glukosekonzentration [mmol/I]
im Medium nach 24 h unter Einwirken der Referenz (Medium+Zellen), der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol)
sowie der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen.

Die beiden malignen Zelllinien zeigen bei der Glukose-Messung ahnliche Ergebnisse. Unter
Einwirkung der ,Globuli-Extrakte“ konnte kaum eine Beeinflussung der Glukosekonzentration
erreicht werden, so ahneln diese Werte dem der Referenzen Medium + Zellen (MCF-7: Glu-
kose = 20,5 mmol/l;, MDA-MB-231: Glukose = 21,7) (Abbildung 39). Den hdchsten Wert er-
reicht jeweils der ,C 12-Extrakt 10 %“ (MCF-7: Glukose = 21,5 mmol/l; MDA-MB-231; Glu-
kose = 23,4 mmol/l), bei den MDA-MB-231 Zellen. Den niedrigsten Wert zeigt bei den MCF-7
Zellen ,,C 12-Extrakt 20 %“ (Glukose = 19,5 mmol/l) und bei den MDA-MB-231 Zellen ,C 30-
Extrakt 20 %" (Glukose = 19,5 mmol/l). Dies ergibt eine Range von 2,0 mmol/l bei MCF-7 und
eine etwas héhere Range von 3,9 mmol/l bei MDA-MB-231.

Auch bei diesen Zelllinien zeigt die Kontrolle Estradiol ahnliche Werte wie die Referenz und
damit kaum einen Einfluss auf den Zuckergehalt (MCF-7: Glukose = 19,5 mmol/l, MDA-MB-
231; Glukose = 21,1 mmol/l). Endoxifen (MCF-7: Glukose = 25,1 mmol/l; MDA-MB-231; Glu-
kose = 23,0 mmol/l) und ,Zuckerwasser-Extrakt* (MCF-7: Glukose = 22,4 mmol/l; MDA-MB-

231; Glukose = 25,2 mmol/l) zeigen jeweils eine erhdhte Glukosekonzentration.

Insgesamt fallt auf, dass beide maligne Zelllinien deutlich héhere Ergebnisse fur die Glukose-
konzentration zeigen, als die zwei benignen Zelllinien. Bei allen vier Zelllinien kann kein grof3er

Unterschied unter den verschiedenen ,Globuli Extrakten® festgestellt werden.
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4.4.2 LAKTAT-MESSUNG
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ABBILDUNG 40: Laktat-Messung der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=1): Laktatkonzentration [mmol/l] im Me-
dium nach 24 h unter Einwirken der Referenz (Medium+Zellen), der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie
der Extrakte in verschiedenen Konzentrationen.

Bei beiden benignen Zelllinien ist bei der Messung der Laktatkonzentration im Uberstand keine
deutliche Wirkung zu erkennen (Abbildung 40). Das zeigt sich daran, dass die Laktatwerte der
Extrakte in einem ahnlichen Bereich wie das Ergebnisse der Referenz Medium+Zellen
(MCF-12A: Laktat = 9,5 mmol/l, MCF-10A: Laktat = 7,4 mmol/l) liegen. Bei MCF-12A zeigt
,C 30-Extrakt 20 %“ einen hdheren Wert (Laktat = 14,5 mmol/l). Die Laktatkonzentration von
der Kontrolle ,Zuckerwasser-Extrakt* (MCF-12A: Laktat=10,0 mmol/l, MCF-10A:
Laktat = 6,1 mmol/l) zeigt keine groRe Abweichung von den Werten der Referenz der ,Globuli-
Extrakte®.

Die Werte von Estradiol liegen etwas Uber den jeweiligen Referenzwerten (MCF-12A:
Laktat = 10,6 mmol/l, MCF-10A: Laktat = 8,0 mmol/l). Endoxifen wiederum zeigt eine deutlich
geringere Laktatkonzentration (MCF-12A: Laktat = 3,4 mmol/l, MCF-10A: Laktat = 4,8 mmol/l).
Generell ergeben die Ergebnisse der Laktatmessung der rezeptornegativen MCF-10A Zellen

(auRer bei Endoxifen) etwas niedriger Werte als die der MCF-12A Zellen.
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ABBILDUNG 41: Laktat-Messung der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, (n=1): Laktatkonzentration [mmol/l] im Me-
dium nach 24 h unter Einwirken der Referenz (Medium+Zellen), der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der
Extrakte in verschiedenen Konzentrationen.

Die malignen Zelllinien zeigen bei den Laktat-Messungen im Zelliberstand ein fast identisches
Bild (Abbildung 41), das dem der benignen Zelllinien gleicht. Die Ergebnisse der Extrakte lie-
gen bei MCF-7 mit 8,0 — 10,0 mmol/l und bei MDA-MB-231 mit 7,2 — 8,9 mmol/l, bei beiden
Zelllinien nahe am entsprechenden Referenzwert (MCF-7: Laktat = 7,6 mmol/l, MDA-MB-231:
Laktat = 7,4 mmol/l). Somit zeigt sich auch hier keine eindeutige Wirkung.

De Kontrollsubstanz Estradiol ist jeweils identisch zur Referenz (MCF-7: Laktat = 7,6 mmol/I,
MDA-MB-231: Laktat = 8,0 mmol/l). Eine eindeutig erniedrigte Laktatkonzentration liegt bei
diesen beiden Zelllinien nur bei Endoxifen vor (MCF-7: Laktat = 3,4 mmol/l, MDA-MB-231:
Laktat = 3,9 mmol/l).

Bei der Laktat-Messung kann zwischen den verschiedenen Mammazellen kein groRer Unter-

schied unter den verschiedenen ,Globuli Extrakten® festgestellt werden.
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4.4.3 PH-MESSUNG
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ABBILDUNG 42: pH-Messung der Zelllinien MCF-12A und MCF-10A, (n=1): pH-Wert im Medium nach 24 h unter
Einwirken der Referenz (Medium+Zellen), der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschie-

denen Konzentrationen.

Die Ergebnisse der pH-Messung des Zellliberstandes ergeben flir beide benigne Zelllinien ein

relativ einheitliches Bild (Abbildung 42). Dabei zeigen alle Werte, sowohl die der Extrakte, als

auch die der Kontrollen, ahnliche Werte zu den Referenzwerten von ,Medium+Zellen®

MCF-12A: pH = 7,76; MCF-10A: pH = 8,21). Bei den rezeptorpositiven MCF-12A liegen die

Werte im relativ neutralen Bereich zwischen einem pH-Wert von 7,46 und 7,97. Bei den re-

zeptornegativen MCF-10A Zellen liegen sie geringfugig in Richtung basischen Bereich ver-

schoben zwischen 8,06 und 8,27.

Die Werte von Endoxifen fallen bei dieser Untersuchung nicht heraus und stellen sich in der

Mitte der Streuung dar (MCF-12A: pH = 7,87; MCF-10A: pH = 8,06).
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ABBILDUNG 43: pH-Messung der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231, (n=1): pH-Wert im Medium nach 24 h unter
Einwirken der Referenz (Medium+Zellen), der Kontrollen (Endoxifen und Estradiol) sowie der Extrakte in verschie-
denen Konzentrationen.

Die Untersuchung des pH-Wertes der malignen Zelllinien ergibt ein einheitlicheres Bild (Abbil-
dung 43), als das der benignen Zellen. Alle Ergebnisse rangieren bei den rezeptorpositiven
MCF-7 zwischen einem pH-Wert von 7,86 bis 8,08. Bei den rezeptornegativen MDA-MB-231
fallen alle pH-Werte in eine Range von 8,06 bis 8,35. Bei beiden Zelllinien zeigt die Kontrolle
LZuckerwasser-Extrakt“ die hochsten Werte. Die Referenzwerte von ,Medium+Zellen"
(MCF-7: pH = 7,88; MDA-MB-231: pH = 8,03) liegen im unteren Bereich der jeweiligen Range.
Endoxifen zeigt auch bei den malignen Zelllinien bei der pH-Messung keine auffallige Wirkung,
die Messwerte liegen relativ mittig in der jeweiligen Range (MCF-7: pH = 7,93; MDA-MB-231:
pH = 8,12).

Bei den pH-Messungen kann folglich in allen vier Zelllinien kein gravierender Unterschied in

Anbetracht auf die verschiedenen Testsubstanzen festgestellt werden.
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V. DISKUSSION

Die Homoopathie ist eine an Beliebtheit zunehmende alternative Heilmethode, die im Allge-
meinen bezlglich ihrer Wirksamkeit viel diskutiert wird und umstritten ist. Sie soll die Fahigkeit
des individuellen Organismus zur Selbstheilung nutzen und stellt so eine minimale Intervention
dar ohne dabei bekannte oder dokumentierte Nebenwirkungen zu verzeichnen%3'%°, Beson-
ders in Deutschland herrscht hohes Interesse an dieser Heilmethode, so griffen im Jahr 2014
beispielsweise knapp 12 % der deutschen Bevdlkerung auf homdopathische Behandlungen
zuriick®”. Huebner et al. zeigten, dass an Brustkrebs erkrankte Frauen zudem ein besonderes
Interesse an komplementarer Medizin duRern. Uber 75 % dieser Frauen nutzen mindestens
eine Methode der Komplementarmedizin ergéanzend zur konventionellen Therapie®. Das Inte-
resse des Patientenkollektivs ist demnach stark vertreten, jedoch ist die Datenlage bezuglich
der Wirkung homoéopathischer Mittel auf Brusterkrankungen, insbesondere Brustkrebs, noch
schwach. Generell sind homdopathische in-vitro Studien schwer zu finden. Speziell fur die
Wirkung von ,Phytolacca-Globuli“ auf benigne Veranderungen der Brust und auf Mammakar-

zinomzellen sind aktuelle keine in-vitro Studien bekannt.

Diese Forschungsarbeit soll zum einen diese Forschungsliicke ein Stlick schlieen und zum
anderen einen aktuellen Uberblick tber die Studienlage geben. Anhand der Ergebnisse der
in-vitro Studie werden Rlckschlisse sowohl Gber Wirksamkeit als auch tUber Risiken und Nut-

zen der Homoopathie gezogen.

51 METHODENKRITIK

Im Folgenden werden die einzelnen Methoden auf einschrankende Faktoren und eventuelle
Fehlerquellen wahrend der jeweiligen Arbeitsschritte untersucht, was eine objektive Interpre-

tation der Ergebnisse erméglichen soll.

5.1.1 HERSTELLUNG DER EXTRAKTE UND DEREN ANALYTIK

Die Gewinnung des Extraktes aus den homoopathischen Streuklgelchen erfolgte so scho-
nend wie mdglich. Die ,,Globuli“ konnten durch langsames Rihren mit Plastikloffel in destillier-
tem Wasser und in Alkohol gleichermalen gut aufgeldst werden. Um eine etwaige Wirkungs-
abschwachung der ,Globuli-Extrakte* zu vermeiden, kamen diese ausschlieRlich mit Materia-
lien aus Plastik und nie mit Metall in Kontakt, da manche Homdopathen postulieren, dass Me-
tall die Wirkung der ,Globuli“ beeinflussen kdnne und daher diesbezlglich kein Risiko einge-
gangen werden sollte. Aus demselben Grund kamen die ,Globuli-Extrakte® auch nicht in die

Nahe von Mikrowellenstrahlung™®.
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Fur die weiteren Versuchsreihen kam der ,Wasser-Extrakt zum Einsatz, da davon auszuge-
hen ist, dass dieses Losungsmittel natirlicher ist und die ,Globuli“ weniger angreift. Dadurch
sind weniger Interaktionen zwischen Lésungsmittel und Zellen zu vermuten, als es mit Etha-
nolextrakten der Fall ware.

Die Lagerung der Extrakte erfolgte zwischen den Versuchstagen bei — 80 °C im Gefrier-
schrank, um die Extrakte Gber die Monate der Zeit im Labor zu konservieren. Dabei ist anzu-
merken, dass nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann, dass der Einfrier- und Auftaupro-

zess die ,Globuli-Extrakte” beeinflussen konnte.

Mithilfe der HPLC konnte der ,Globuli-Extrakt” auf Inhaltsstoffe untersucht werden. Da nach
der Potenzierung bei der Herstellung der ,Globuli“ (1.4.1 Die Prinzipien) in der Regel keine
Molekiile mehr vorhanden sind®, war zu erwarten, dass das Ergebnis dieser Untersuchung
wie folgt ausfiel: Keine Peaks auf dem Chromatogramm und demnach keine Inhaltstoffe in den
,Globuli-Extrakten®. Jedoch muss erwahnt werden, dass dabei die Einstellung der Detektions-
wellenlange der HPLC generell auch von Bedeutung ist. Fur diese Arbeit wurde eine Wellen-
lange von 254 nm gewahlt, da in der Literatur fir diese Wellenlédnge eine gute Detektionsrate
fur Pflanzenstoffe beschrieben ist und man in erster Linie herausfinden wollte, ob etwas Der-
gleichen in dem untersuchten Extrakt vorhanden ist'%.

Wichtig ist zu hinterfragen, warum die HPLC-Untersuchung den Zucker, der de facto als Tra-
gerstoff der ,Globuli“ deren einziger Inhaltsstoff ist, nicht detektieren konnte. Dies ist vermutlich
auf die bereits erwadhnte Detektionswellenlange zurtickzufiihren. Saccharose miusste bei einer
Wellenlange von etwa 195 nm einen Peak bereits nach wenigen Minuten ergeben, da Zucker
nicht mit der Saule interagiert'3*. Stimmig damit ist wiederum das Ergebnis des ,Zuckerwasser-
Extraktes®, das ebenfalls bei gewahlter Wellenlange keinen Peak zeigte.

Die Ergebnisse der Referenzen der Pflanzenstoffe (Genistein, Daidzein, Quercetin und
Kampferol), welche einen eindeutigen Peak ergeben haben, belegen das prinzipielle Funktio-

nieren der Methode.

5.1.2 IN-VITRO ZELLTESTS

Bei in-vitro Versuchen besteht die Mdglichkeit, dass die Testergebnisse durch methodische
Fehler beeinflusst werden. Dadurch lassen sich zum Teil die groften Schwankungsbreiten der
Ergebnisse erklaren. Es kann beispielsweise zu einer unterschiedlich homogenen Aussaat der
Zellen in den einzelnen Wells kommen, da trotz sorgfaltigem Arbeiten qualitative Unterschiede
in der Durchmischung der Zellsuspensionen nicht verhindert werden konnen. Ebenso konnen
kleine Abweichungen der Inkubationszeit und Zellschaden bei der Trypsinierung wahrend des
Passagierens nicht ganzlich vermieden werden. Hinzu kommen feine Differenzen im Pipettier-

vorgang, die letztlich ebenfalls zu einer Streuung der Ergebnisse fihren kdnnen. Damit es
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gelang, diese Schwankungsbreite mdglichst gering zu halten und diese und weitere zufallige
Effekte zu minimieren, wurden innerhalb eines Versuchs immer mindestens je drei Wells pro
Substanz untersucht und daraus der Mittelwert berechnet. Um die Reproduzierbarkeit zu ge-
wahrleisten, kam fir jeden Test eine Testserie von drei unabhangigen Wiederholungen zum
Einsatz, welche jeweils an unterschiedlichen Zellpassagen erfolgte (n=3). Um maoglichst ein-
heitliche Versuchsbedingungen zu schaffen, wurde die Inkubationszeit bei RT standardi-

siert'°.

Anhand des Cell-Titer-Glo® -Tests konnte die Wirkung der Extrakte und Kontrollen in Bezug
auf die Viabilitat bewertet werden, was durch eine ATP-abhangige Lumineszenzmessung er-
folgte. Dieser Test zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat aus, so kdnnen beispielsweise
Unterschiede von wenigen Zellen (< 15 Zellen / Well) festgestellt werden''. Studien haben
gezeigt, dass dieser ATP abhangige Test gegenuber alternativ verwendeten Tests, wie z.B.
dem MTT-Test, Uberlegen ist'?®. Jedoch muss besonders auf die Temperatur des Tests ge-
achtet werden, da die Luziferasereaktion davon abhangig ist. Es kann bei dem Test aulerdem
zu einer Beeinflussung der Leuchtkraft kommen, wenn im Medium enthaltene Stoffe dieses
farben. Die hier verwendeten Extrakte waren nahezu farblos, sodass dieser Einfluss weitest-
gehend ausgeschlossen werden konnte'®'. Da es bei durchsichtigen Wellplatten bei dem Ver-
such zu einer Verfalschung der Messwerte durch Uberstrahlen aus den benachbarten Wells
kommen kann, kamen undurchsichtige, weile Wellplatten zum Einsatz. Eine Interaktion von
Bestandteilen der Extrakte oder des Mediums auf Teile der Luziferasereaktion kann jedoch
nicht ganz ausgeschlossen werden. Dafur gibt es allerdings keine Anhaltspunkte, da es weder
fur die verwendeten Medien in der Literatur daflir Belege gabe, noch die Extrakte diesbezlg-

liche Hinweise zeigten'?.

Der CytoTox-Glo™ -Test beruht auf der Quantifizierung der durch die perforierte Zellmemb-
ran ins Medium gelangten ,Dead-Cell-Protease-Aktivitat“. Dadurch kann sowohl die Zytotoxi-
zitat als auch, in einem zweiten Schritt, die Zellviabilitat bestimmt werden. Dabei handelt es
sich um einen neueren Test, flir den mehrere Storfaktoren in der Literatur beschrieben sind,
woraus sich ergibt, dass der Test storanfalliger sein kdnnte als vergleichbare Tests®3¢. So
kénnen beispielsweise Zellkulturmedien geringe Mengen der verwendeten Protease beinhal-
ten. Aulzerdem zeigt die Protease ein temperaturempfindliches Verhalten. Hinzukommt, dass
das AAF-Glo-Substrat eine Lichtanfalligkeit zeigt*®. Durch parallel mitlaufende Kontrollen und
Vermeidung der genannten Einflisse wurde versucht die Stérfaktoren zu minimieren. Dennoch
zeigten bei allen Zelllinien dieses Versuches die Ergebnisse zur Zytotoxizitat zu niedrige Re-
sultate. Die Messung der Zellviabilitdt wiederum lieferte bessere Ergebnisse. Das kdnnte da-

ran liegen, dass das AAF-Glo-Substrat oder die freigesetzte Proteasen von verschiedenen
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Substanzen beeinflusst oder abgebaut werden kénnen, wie in der Literatur bereits beschrieben
iSt36’94.

Aufgrund der Tatsache, dass die Messung bei der spateren Bestimmung der Viabilitat plau-
sible Werte lieferte, als die Proteasen schlagartig durch das Lysereagenz freigesetzt wurden,
ist zu vermuten, dass die Proteasen bei der Zytotoxizitatsmessung bereits mit anderen vorlie-
genden Substanzen interagiert haben und abgebaut wurden, weshalb sie kaum mehr zu mes-
sen waren. Beispielsweise konnte bei der lichtmikroskopischen Begutachtung der Zellen fest-
gestellt werden, dass sich unter dem Einfluss von Endoxifen nicht mehr viele erkenntlich vitale
Zellen zeigten. Die ,Dead-Cell-Protease” wurde also Uber einen langeren Zeitraum bereits ins
Medium freigesetzt, wo es beispielsweise zum Kontakt mit tierischem Serum, im Medium ent-
haltenen Phenolrot oder weiteren Substanzen kommen konnte, was zu Interaktionen und zum
frGhzeitigen Abbau der Protease fuhren konnte. Zum Zeitpunkt der Messung, konnte die Pro-
tease bereits nicht mehr signifikant nachzuweisen gewesen sein, weshalb diese Interaktionen
eine Erklarung fir die unzureichenden Ergebnisse der direkten Toxizitdtsmessung sein kénn-
ten. Im Ergebnissteil dieser Arbeit ist die Viabilitat zur Ergebnisdarstellung des CytoTox-Glo™

-Test aufgefiihrt, weil dies aussagekraftigere Ergebnisse brachte.

Bei dem verwendeten in-vitro Proliferationstest BrdU erfolgt die photometrische Quantifizie-
rung des in die Zell-DNA eingebauten Pyrimidin-Analogons Bromodesoxyuridin. Es handelt
sich dabei um ein etabliertes, jahrelang verbessertes Verfahren und kommt daher in der For-
schung oft zum Einsatz'®":'%", Wahrend des gesamten Versuchablaufs, wurde bei gedampftem
Licht gearbeitet, da es bei zu hellem Licht sonst zu einem Zersetzen von Teilen der Basenana-
loga kommen kann. Auf3erdem kamen bei den Versuchen nur Kulturmedien zum Einsatz, wel-
che zuvor auf Interaktionen getestet wurden, da endogene Substanzen den Einbau von BrdU
hemmen koénnten”'. Auch bei diesem Versuch kénnen die Reagenzien ein temperaturempfind-
liches Verhalten zeigen. Durch genaues Befolgen des Protokolls konnte dieser Einflussfaktor
jedoch minimal gehalten werden. Bei der abschlieRenden kolorimetrischen Messung kann es
durch Wahlen von unterschiedlichen Wellenlangen des ELISA-Readers zu abweichenden Er-
gebnissen kommen. Um die Vergleichbarkeit unter den einzelnen Versuchen zu erhalten,

wurde jedoch immer die gleiche Wellenlange (450 nm) gewahlt.

Fir einen orientierenden Eindruck tber den Zellmetabolismus diente die Stoffwechsel-Un-
tersuchung nach Extrakt- und Kontrollldsungsbehandlung, die anhand dreier Parameter der
Zellsuspension erhoben wurde: Glukose-, Laktat- und pH-Gehalt. Fir die Interpretation dieser
Untersuchungen sind grundlegenden Uberlegungen anzustellen. Zum einen verfligen benigne

wie auch maligne immortalisierte Mammazellen Gber einen angeregten Stoffwechsel, da sie
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unkontrollierter und rapider wachsen als unveranderte Zellen. Daher weisen sie eine gestei-
gerte Glykolyse auf und besitzen die Fahigkeit der Autophagozytose'®. Unter diesem Ge-
sichtspunkt ware dort, wo es zu vermehrten Zellwachstum kam und (unabhangig ob aerob
oder anaerober Metabolismus) viel Glukoseabbau stattfand, ein reduzierter Glukosespiegel zu
erwarten gewesen. Da bei der Glykolyse Pyruvat entsteht, was wiederum zu Laktat verstoff-
wechselt wird, steigt im Umkehrschluss der Laktatspiegel. Laut dem ,Warburg-Effekt‘ kommt
es in Karzinomzellen auch bei aeroben Bedingungen hauptsachlich zur anaeroben Glykolyse,
es wird also Glukose sauerstoffunabhéngig zu Laktat abgebaut'®. Durch ansteigende Laktat-
spiegel, kommt es wiederum zu fallenden pH-Werten.

Zum anderen reagieren Zellen bei vermehrtem Stress, wie es zum Beispiel unter Endoxifen-
gabe der Fall sein kdnnte, mit zunehmender anaerober Glykolyse**'%, Sie wandeln also zur
Energiegewinnung Glukose in Laktat um, anstatt weiterhin oxidative Phosphorylierung zu be-
treiben. Durch den toxischen Stress auf die Zellen kann es so vorerst zu einem gesteigerten
Glukoseverbrauch kommen, die Glukose im Zelliberstand wirde sinken. Wenn es durch wei-
tere toxische Effekte jedoch zur Lyse der Zelle kommt, kann Glukose frei werden. Es wirde
anschlielRend nicht mehr zum weiteren Verbrauch der Glukose kommen, da letale Zellen kei-
nen Zellstoffwechsel mehr betreiben und der Glukosegehalt im Zelliberstand kénnte sogar
etwas steigen. Die zwei geschilderten Effekte kdnnten sich im Endeffekt bei der Messung teil-
weise aufheben.

Die Mechanismen, die zu Veranderungen im Stoffwechsel fiihren sind daher relativ komplex,
kénnen sich gegenseitig beeinflussen und wirken sich so eventuell sogar gegensatzlich auf
die gemessenen Parameter aus.

Je nach Dichte der Zellaussaat kam es bei den einzelnen Zelllinien vermutlich zu Abweichun-
gen, weshalb die Ausgangswerte fur Medium + Zellen unterschiedliche Werte ergaben. Die

Ergebnisse sollten also in erster Linie innerhalb einer Zelllinie betrachtet werden.

5.1.3 ZELLLINIEN

Bei den fur die Untersuchungen verwendeten Zelllinien handelte es sich um immortalisierte,
adharente Monolayerkulturen'-1¢126_ Bei solchen Zelllinien werden Mechanismen, die das
Replikationspotenzial begrenzen, durch das Einwirken von Reagenzien ausgesetzt. Dazu zah-
len beispielsweise mutierte Tumorsupressorgene, welche durch unphysiologische Bedingun-
gen, Gentransfer oder Einbringen viraler Proteine entstanden. Uber jene Mechanismen erlan-
gen transformierte Zellen bzw. Tumorzellen die Fahigkeit zur unbegrenzten Teilung'®. Die
Vorteile bestehen darin, dass immortalisierte Zellen fast unbegrenzt verfugbar sind und fir
relativ lange Zeitrdume Uber konstante Eigenschaften verfugen. Jedoch kommt es durch die
Mechanismen, die die Immortalisierung der Zellen bedingen, zu bemerkenswerten Anderun-

gen in der Zellphysiologie, wodurch sich teilweise erhebliche Unterschiede im Vergleich zu
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den Primarzellen aufzeigten''3%6, Das wirkt sich vor allem auf die beiden benignen Zelllinien
(MCF-12A und MCF-10A) aus, da deren Primarzellen kein uneingeschranktes Replikations-
potenzial zeigten. So verfliigen die verwendeten immortalisierten benignen Zelllinien Gber eine
etwas ahnlichere Physiologie zu den malignen Zellen als gewdhnlich'’®. Da vor allem in héhe-
ren Zellpassagen ein gesteigertes Entartungsverhalten gezeigt werden konnte (beispielsweise
fir MCF-12A%%), wurde in der Arbeit darauf geachtet, dass nur niedrige Zellpassagen (< 30)

fur die Untersuchungen zum Einsatz kamen.

In-vitro Arbeiten an Zelllinien bilden eine gute Grundlage, um eine erste Aussage Uber die
Auswirkungen einzelner Wirkstoffe auf die untersuchten Zellen treffen zu kénnen. Jedoch ist
die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das urspriingliche Gewebe nur bedingt méglich. Das
liegt unter anderem daran, dass das Zusammenspiel der Mammazellen im umliegenden Bin-
degewebe von wichtiger Bedeutung ist, da hier wichtige Mechanismen in der Differenzierung
und Entwicklung des Mammaepithels ablaufen' "', Die Anordnung in Zellsystemen ist speziell
fir die Pathogenese der fibrozystischen Mastopathie von Bedeutung'®?. AuRerdem nehmen
stroma-epitheliale Interaktionen in der Pathogenese des Mammakarzinoms eine bedeutende
Rolle ein'*. Es gibt bereits Studien, die zeigen, dass dreidimensionale Zellkulturen flr
Mammazellen besser geeignet sind, um das in-vivo Mammagewebe nachzuempfinden'”. Sol-
che 3D-Kulturen kénnten also die beschrieben Problematik der immortalisierten Monolayer-
kulturen verringern, und sich einer realen Untersuchungssituation annahern®"156.175,

Des Weiteren muss beachtet werden, dass bei der direkten Applikation von Stoffen auf in-vitro
Zellsysteme der wichtige Faktor der Bioverflugbarkeit einzelner Substanzen und deren Meta-
bolisierung in-vivo umgangen wird. So kénnen sich in-vivo weitere interindividuelle Unter-

schiede, die beispielsweise auch von der Darmmikroflora abhangen konnen, ergeben’”:8°,

Es erfolgte vor jeder Testserie eine standardisierte optische Zellzahlung in einer Zahlkammer,
wodurch versucht wurde, die Zellzahl zu normieren. Dieses Verfahren birgt jedoch eine poten-
zielle Fehlerquelle (Variationskoeffizient > 10 %) und kann daher Auswirkungen auf alle wei-
teren Versuchsschritte nach sich ziehen’'. Durch eine ungeniigende Durchmischung der Zell-
suspension oder zu schwache Anfarbung mit Trypanblau kann es zu Fehlern der Quantifizie-
rung kommen. Daraus kann wiederum eine Abweichung in der Zellkonfluenz resultieren, was
die Testbedingungen verandert und so die Ergebnisse verzerrt'. Als Alternative kdnnte die
Zellzahlung mit automatisierten, elektronischen Zahlgeraten durchgefihrt werden, deren Mes-
sung vor allem auf dem Erfassen elektrischer Widerstande beruht oder Uber eine digitale Bild-

analyse des Zellmaterials erfolgt'®.
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5.2 DISKUSSION DER SUBSTANZWIRKUNGEN

Nachdem in der HPLC keine Inhaltstoff in den ,Globuli-Extrakten® nachgewiesen werden konn-
ten, sollte das Wirkverhalten der Extrakte, sowie der Kontrollen, in-vitro aufgearbeitet und in-

terpretiert werden.

5.2.1 WIRKUNG DER KONTROLLEN ENDOXIFEN UND ESTRADIOL

In dieser Arbeit diente die Behandlung der Zellen mit Endoxifen als Positivkontrolle, da dieser
Stoff eine wachstumshemmende Wirkung auf die Zellen zeigen sollte. Es handelt sich dabei
um die biologische aktive Form des SERM Tamoxifen, welches das Wachstum estrogenre-
zeptorpositiver Mammazellen hemmt. Es ist nicht nur bei der Therapie von ER-positiven
Mammakarzinomen das Mittel der Wahl, sondern wird auch als Off-Label-Use bei benignen
Erkrankungen verwendet's?,

Bei allen Zelltests konnte Endoxifen in der vorliegenden Arbeit signifikante viabilitatshem-
mende und antiproliferative Effekte zeigen. Dabei zeigten sich keine nennenswerten Unter-
schiede zwischen den einzelnen Zelllinien, so wirkte Endoxifen sowohl unabhangig von der
jeweiligen Dignitat der Zelllinien, als auch unabhangig bezuglich des entsprechenden Rezep-
torstatus. Die Untersuchungen zur Stoffwechsellage (Glukose- und Laktatkonzentration und
pH-Wert) ergaben folgende Wirkung von Endoxifen: Es fuihrte zu einer Steigerung der Gluko-
sekonzentration, welche bei den beiden rezeptorpositiven Zelllinien (MCF-12A und MCF-7)
deutlicher zu sehen war. Die Laktatkonzentration verringerte sich bei allen Zelllinien deutlich.
Der pH-Wert wiederum differenzierte sich von den anderen Werten kaum. Dass diese Unter-
suchungen kein eindeutiges Ergebnis ergaben, ist nicht zuletzt auch der einmaligen Untersu-
chungsdurchfiihrung geschuldet. Dennoch zeigt das Gesamtbild der Ergebnisse der Stoff-
wechselaktivitat, dass Endoxifen vermutlich eine zeitnahe toxische Wirkung auf die Zellen be-
wirkte, weshalb die Glukose nicht weiter verbraucht wurde und das Laktat nicht weiter anstieg.
Die Ergebnisse der Untersuchungen mit Endoxifen lassen demnach erkennen, dass dessen
Wirkung nicht rein Gber die Estrogenrezeptoren ablauft, sondern in groRen Teilen Uber weitere
Mechanismen stattfinden muss. Ein rezeptorunabhanigiges Wirken der SERMs wird bereits in
mehrere Studien in der Literatur beschrieben, die eine Wirkung tber unterschiedliche Mecha-
nismen belegen'3. Es konnten beispielsweise Interaktionen von Tamoxifen mit dem mito-
chondrialen Energiestoffwechsel gezeigt werden, die zu Veranderungen der oxidativen Aktivi-
tat und der Membranintegritat der Zellen flihren2. AuBerdem kann es Uiber eine Sensibilisierung
der Zellen fur NK-Zellen zur Zytotoxizitdt kommen, welche ebenfalls rezeptorunvermittelt durch
Tamoxifen induziert ware®. Bei den MCF-7 und den MCF-10A Zellen fiihrt Tamoxifen zu sig-
nifikanten DNA Schaden, woraus ebenfalls eine Zytotoxizitat resultiert’*®. Des Weiteren konn-
ten Studien eine Wirkung von Tamoxifen Uber den G-Protein gekoppelten Rezeptor GPER 1

zeigen, fir welchen das SERM einen reinen Agonist darstellt®.
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Die aktuelle Studienlage ist demnach mit dem hier erzielten Ergebnis stimmig und so ist es
wenig verwunderlich, dass Endoxifen auf alle vier untersuchten Zelllinien eine signifikante

hemmende Wirkung ausubt.

Als Negativkontrolle diente Estradiol, da Estrogene, vor allem Estradiol, laut Literatur eine
schwach karzinogene Wirkung zeigen und daher eine viabilitats- und proliferationssteigernde
Wirkung auf die Zellen ausuben, welche Uber eine Induktion der Mitose auf rezeptorpositive
Mammazellen ablauft®! 138,

Bei den hier durchgefiihrten Zelltests konnte die erwartete Wirkung nicht eindeutig gezeigt
werden. So stellte sich in keinem der Zelltests eine deutliche Beeinflussung oder Steigerung
der Zellviabilitat oder -proliferation unter Estradiol heraus. Dabei ist ebenfalls kein erkenntlicher
Zusammenhang unter den einzelnen Zelllinien zu erkennen, es konnte weder ein Unterschied
bezuglich der Dignitat, noch des Rezeptorstatus festgestellt werden. Insbesondere bei den
beiden rezeptorpositiven Mammagzelllinien (MCF-12A und MCF-7) ware mit einer ausgeprag-
teren steigernden Wirkung von Estradiol zu rechnen gewesen. Sowohl bei dem Cell-Titer-Glo®
-Test als auch bei dem BrdU -Test zeigte sich flr beinahe alle Zelllinien tendenziell eher eine
leichte Hemmung der Viabilitdt und Zellproliferation.

In der Literatur werden daflr potenzielle Erklarungen aufgefuhrt. Zum einen wird ein zytotoxi-
scher Effekt von Estradiol in hohen Konzentrationen auf MCF-7 Zellen beschrieben, der vor
allem Zellen in der Teilungsphase vulnerabel macht®. Da die hier verwendete Konzentration
von Estradiol Uber der physiologischen liegt, ware das eine mdgliche Erklarung. Hinzukommt,
dass die Affinitat von Estradiol durch hoéhere Estradiolkonzentrationen zu beiden Estrogenre-
zeptoren sinkt*8. Zum anderen konnte eine Hemmung der ER-a induzierten Proliferation durch
eine antagonistische Wirkung des ER-B gezeigt werden®. Das Uberwiegen der Wirkung von
Estradiol auf ER- kdnnte so wiederum die proliferationssteigernde Wirkung, die eher tber
ER-a vermittelt wird, teilweise aufheben.

Aufgrund der Vielzahl von Wechselwirkungen und den oben erlauterten Effekten ist anzuneh-
men, dass sich keine signifikante Viabilitats- oder Proliferationssteigerung gezeigt hat, was

vermutlich auch an der gewahlten Dosis von Estradiol liegt.

5.2.2 WIRKUNG DER EXTRAKTE

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen des homdopathischen Arzneimittels Phy-
tolacca in drei verschieden Dosierungen (C 12, C 30 und C 200) auf die Viabilitat und Prolife-
ration verschiedener Mammagzelllinien untersucht.

Die Extrakte kamen in verschiedenen Verdunnungen zum Einsatz. Der starkste Extrakt enthielt

100 % des jeweiligen Extraktes und der schwachste 10 %. Dadurch sollte es ermdglicht wer-
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den, eine Aussage Uber eine eventuelle Dosiswirkungsbeziehung treffen zu kénnen. Ziel die-
ser Studie war es, eine Aussage uber die in-vitro Wirkung dieses homdéopathischen Mittels
sowohl auf die zwei Brustkrebszelllinien, als auch auf die zwei benignen, fibrozystisch veran-
derten Mammazelllinien zu treffen.

Die Ergebnisse zeigten, dass in keinen der Zelltests einer der ,Globuli-Extrakte“ eine hem-
mende Wirkung auf die Zellviabilitat bzw. Proliferation einer der untersuchten Zelllinien indu-
zierte. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen Dosierungen und Verdinnun-
gen der ,Phytolacca-Extrakte” festgestellt werden und somit auch keine Dosiswirkungsbezie-
hung formuliert werden. Generell ahnelten die Ergebnisse des homdopathischen Mittels denen
des ,Zuckerwasser-Extraktes®, was daran liegen konnte, dass durch die Potenzierung

auf Molekulebene kein Inhaltstoff mehr vorhanden ist und so gesehen ,Globuli“ nichts anderes

als Zucker sind*" 79,

5.2.3 ZELLLINIEN IM VERGLEICH

Wenn man die Ergebnisse genauer betrachtet, sind marginale Unterschied zwischen den ein-
zelnen Zelllinien zu erkennen.

Im Cell-Titer-Glo® -Test zeigte sich flr die beiden rezeptornegativen Zelllinien (MCF-10A und
MDA-MB-231) tendenziell eine starkere viabilitatssteigernde Wirkung durch die Extrakte.

Bei den Ergebnissen des Cyto-Tox-Glo™ -Test ist auffallig, dass die Zellviabilitat stets iber
100 % betrug und teils sogar eine hohe, signifikante Steigerung festzustellen war (beispiels-
wiese bei den MCF-7 Zellen unter dem ,C 30 — Extrakt 100 %*). Bei diesem Viabilitatstest zeigt
die vergleichende Betrachtung der Ergebnisse aller vier Zelllinien, dass die beiden malignen
Zelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231) eine starker ausgepragte viabilitdtssteigernde Wirkung
durch die ,Globuli-Extrakte“ erfahren haben.

Ahnliche Rickschliisse erlaubt auch die Betrachtung der Ergebnisse des BrdU — Tests, denn
hier zeigten die malignen Zelllinien eine deutlichere, teils signifikante, proliferationssteigernde
Wirkung auf die ,Globuli-Extrakte®.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Ergebnisse keiner Zelllinie besonders hervorstechen,
da in erster Linie zu betonen ist, dass nirgends eine viabilitats- oder proliferationshemmende
Wirkung der Extrakte zu verzeichnen ist. Die Zelllinien unterscheiden sich lediglich leicht, was
die Wirkung auf die gesteigerte Viabilitdt oder Proliferation angeht. So lasst sich sagen, dass
die Extrakte vor allem auf die beiden malignen Zelllinien eher viabilitats- und proliferationsstei-
gernd, anstatt hemmend wirkten.

Dies entspricht dem Effekt der Kontrolllésung ,Zuckerwasser-Extrakt®. In der Literatur sind
dazu passende Erklarungen zu finden, da gezeigt werden konnte, dass Zucker die Tumorbil-
dung, speziell die von Brustkrebs, fordert. So stellt Zucker einen wichtigen Nahrstoff fur den

vermehrten Stoffwechsel der Tumorzellen dar®2.
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5.3 WIRKUNG VON HOMOOPATHIE

In der hier durchgefiihrten in-vitro Arbeit konnte keine Wirkung des homdopathischen Mittels
Phytolacca auf eine der untersuchten Zelllinien festgestellt werden. In einer der wenigen ho-
moopathischen in-vitro Studien, die die Literatur aufzeigt, kamen Amin et al. zu einem &ahnli-
chen Ergebnis: Sie untersuchten die Wirkung dreier verschiedener homdopathischer Mittel
(Sepia, Phosphorus und Pulsatilla) auf Brustkrebszellen (MCF-7) und fanden heraus, dass
keine der getesteten Verbindungen eine zytotoxische Wirkung auf die MCF-7 Zellen zeigte™®.
Edzard Ernst fasste in seiner Ubersichtsarbeit ,Homeopathy: what does the ,best* evidence
tell us?“* die aktuelle Studienlage zusammen: Allein in den letzten Jahrzehnten wurden tber
150 kontrollierte klinische Studien veroffentlicht, deren Ergebnisse weder ausschliel3lich posi-
tiv noch rein negativ waren. Das 6ffnet die Tar zu dem Problem, des ,selektiven Zitierens®.
Darunter versteht man, dass sich viele Autoren der Studien bedienen, die zu ihrer Meinung
und Sichtweise passen. Man kann dieses Phanomen als eine Art ,Rosinenpickerei“ sehen:
Wenn ein Kommentator beispielsweise der Meinung ist, dass Homdopathie uneingeschrankt
wirkt, dann kann er die wenigen Studien zitieren, die zu diesem Ergebnis gekommen sind.
Dass es aber weitaus mehr Studien gibt, die keine Wirkung feststellen kénnen, kann der Kom-
mentator unerwahnt lassen. Dies kann bei anderen Forschungsbereichen zwar ebenfalls prob-
lematisch sein, kommt bei einem so kontrovers diskutierten Thema wie der Homdopathie je-
doch deutlicher zum Vorschein. Ernst hat aus diesem Grund versucht, eine systematische
Ubersicht aus unvoreingenommenen Studien zu erstellen. Bei seiner Bewertung der
Cochrane-Reviews von Studien zu Homoopathie zeigte sich, dass homdopathische Arzneimit-
tel keine iber Placebo hinausgehende Wirkung haben®.

Frass et al. beschéaftigten sich wiederum mit dem ,Placebo-Effekt* und erlautern den Begriff:
Demnach hat ,Placebo” seinen Wortursprung im lateinischen und bedeutet so viel wie ,lch
werde gefallen®. Sie sehen einen Unterschied zwischen Wirksamkeit und Wirkung und vertre-
ten die These, dass ,in der Heilbehandlung nicht alles wirksam ist, was wirkt und auch nicht
alles unwirksam, was nicht wirkt“. So bedinge Wirkung eine messbare physiologische Veran-
derung, Wirksamkeit jedoch bedeute Heilung oder Linderung von Erkrankung®'. Wenn man
nun davon ausgeht, dass, wie auch das Ergebnis dieser Arbeit zeigt, Homdopathie zwar nicht
Uber eine messbare Wirkung verfligt, jedoch eine Wirksamkeit sehr wohl mit sich bringen kann
und so einen Teil zur Heilung beitragen kann, hat die Heilmethode dann nicht alleine aus die-
sem Grund schon eine Berechtigung?

Aulerdem sollte auch erwahnt werden, dass beispielsweise in dem Buch ,,Adjuvante Homdo-
pathie in der Onkologie“'®" mehrere Studien angefiihrt werden, die postulieren, dass homéo-
pathische Mittel eine positive Wirkung bei Brustkrebspatientinnen zeigten. Zum Beispiel beo-
bachtete eine klinische Studie in den 1980er Jahren 84 Frauen mit Brustkrebs nach Mastek-

tomie, die Homoéopathie zusatzlich zur Chemotherapie anwendeten. Dabei zeigte sich in der
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homdopathischen Gruppe eine signifikante Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate sowie
der Lebensqualitat (Kivelou 1990)''. Ist dieses Ergebnis auch nur auf den ,Placebo-Effekt*
zurtickzufuihren oder wodurch lasst sich diese Wirkung erklaren? Da stellt sich die Frage, ob
die angewandten Testmethoden lberhaupt dazu geeignet sind, die Wirkweise der Homobopa-
thie nachweisen zu kénnen. Einige Befiirworter der Homdopathie sind der Meinung, dass die
Homoopathie Uber eine Wirksamkeit, die jedoch nicht eine kausal-spezifische ist, verfiigt.
Dann ware die klinische Studie das falsche Instrument, um diese Wirksamkeit zu demonstrie-
ren. Die ,Nichtlokalitatshypothese* besagt, dass nicht nur kausale Faktoren in der Homdopa-
thie von Bedeutung sind, sondern auch sogenannte ,nichtlokale Effekte®, welche man bei-
spielsweise in herkdmmlichen in-vitro Studien nicht erfassen wiirde. So wird diskutiert, ob die
in der Quantenmechanik zugrunde gelegte Nichtlokalitat unter bestimmten Bedingungen even-
tuell auch fir makroskopische Systeme auftreten kdnnte und so Uber die Quantenphysik die
Wirkweise der Homoopathie bewiesen werden konnte*+ '8, Dies ist wissenschaftlich zum jet-
zigen Zeitpunkt noch nicht erklarbar. Viele Autoren fordern daher, ein Prifsystem zu finden,
dass diese Ebene der Wirkung miteinschlieRen wiirde und die Theorie bestatigen wiirde'®.

Des Weiteren kritisieren Homoopathen, dass die meisten Homdopathie-Studien die eigentli-
chen homoopathischen Prinzipien nicht berlcksichtigen wirden. Ein Hauptproblem bestehe
darin, dass die Studien meist den Standpunkt widerspiegeln, dass die Behandlung mit einem
bestimmten Mittel bei einer bestimmten Krankheit durchgefihrt werden musse. Die Heilme-
thode der Homéopathie zielt jedoch viel mehr auf die Behandlung des ganzen Menschen ab
und nicht ,nur® auf die Behandlung von Krankheiten. Auerdem misse jeder Patient individuell
gesehen werden und mit einem bestimmten Mittel behandelt werden. So kénne die eigentliche
Wirksamkeit der Behandlung nur beurteilt werden, wenn homoopathischen Grundsatze einge-
halten waren'®4. Deshalb sind viele Homdopathie-Beflrworter der Meinung, dass die klinische
Studie ein unzureichendes Forschungsinstrument fur die Prifung ihrer Behandlung sei und
sehen daher in Beobachtungsstudien inre Methode besser tUberpriift> 5. Schliellich ist aus
mehreren Beobachtungsstudien bekannt, dass es einigen Patienten nach der Konsultation ei-
nes Homoopathen besser geht*®. In einer Studie von Brien et al. konnte wiederum gezeigt
werden, dass dieser Nutzen der Homdopathie nicht auf der Wirkung der homdopathischen
Arzneimittel an sich zurtickzuflhren ist, sondern viel mehr auf die Beratung, die therapeutische
Beziehung und die einflihisame Begegnung mit einem Homoopathen?*. Eine wichtige Erkennt-
nis, die man daraus ziehen sollte ist nicht nur, dass das eigentliche homéopathische Arznei-
mittel unwirksam ist, sondern auch, dass eine gute therapeutische Beziehung klinische Ergeb-
nisse positiv beeinflussen kann. Dieser Aspekt gerat teilweise in der modernen Schulmedizin
zu kurz. So ware es winschenswert, dass die Therapie zwar auf dem aktuellen For-
schungstand beruht, aber zusatzlich um Grundwerte in der Arzt-Patienten-Interaktion wie Em-

pathie, Ganzheitlichkeit, Verstandnis und Zeit fir Gesprach und Beratung erganzt wird®2-°35,
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VL. AUSBLICK

Aktuell ist die Studienlage zur Wirkung der Homdopathie nicht zufriedenstellend, da es nur
wenige qualitativ hochwertige wissenschaftliche Studien gibt. Dringend erforderlich waren ran-
domisierte, kontrollierte Doppeltblindstudien zu bestimmten homdéopathischen Arzneimitteln,
um eine eindeutigere Interpretation der Wirksamkeit bei bestimmten klinischen Symptomen
oder Erkrankungen zu ermoglichen''?. Bisher vorhandene Metaanalysen konnten keine Wirk-
samkeit zeigen, was bedeutet, dass das Ergebnis einer Behandlung mit einem standardisier-
ten homoopathischen Mittel sich nicht von der Behandlung mit einem Placebo unterschei-
det''2.

Ein Konflikt besteht jedoch darin, dass wie oben beschrieben, einige Homdopathen der Mei-
nung sind, dass klassische wissenschaftliche Studien nicht dazu geeignet sind, die Wirksam-
keit der Homdopathie nachzuweisen. Dies ist als ,Totschlagargument® zu sehen, womit jeder
wissenschaftlichen Studie, die zeigt, dass Homdopathie Uber keine Wirkung verfugt, wider-
sprochen werden kann und stellt somit ein bisher ungeléstes Problem dar.

Nichtsdestotrotz sind mehr wissenschaftliche Studien zum Thema Homdopathie wiinschens-
wert. Vor allem in-vitro Forschungen, wie die Forschung die als Grundlage dieser Arbeit diente,
sind noch immer sehr selten. Solange jedoch keine aussagekraftigeren Ergebnisse vorliegen,

kann die Homoéopathie nicht als eine evidenzbasierte Therapieform angesehen werden.

In Bezug auf diese Arbeit ware es spannend gewesen einen Extrakt aus der amerikanischen
Kermesbeere als Kontrollldsung sowohl bei der HPLC, als auch bei den in-vitro Zelltests mit-
zufihren um feststellen zu kénnen, ob der Pflanzenextrakt an sich, auf dem das homdoopathi-
sche Mittel beruht, eine Wirkung gezeigt hatte. Eine derartige Untersuchung kdnnte man als
weitere Forschungsarbeit anstreben.

Es konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass Phytolacca in-vitro keine hemmende
Wirkung auf die Zellviabilitat oder Proliferation der Zelllinien austiben konnte. Damit bestatigt
sich die Wirkung von Phytolacca auf Brustkrebszellen, welche von Arora et al. beschrieben
wurde, nicht'2, Dies zeigt den Bedarf weiterer Studien. Beispielsweise ware eine in-vivo Studie
im Tierversuch mit einer Placebo-Kontrollgruppe wiinschenswert, da so gezeigt werden
kénnte, ob die ,Phytolacca-Globuli“ eventuell eine andere Wirkungsgrundlage besitzen, wel-

che in-vitro nicht nachgewiesen werden konnte.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Das Mammakarzinom stellt als haufigste Krebserkrankung der Frau eine geflirchtete Diagnose
dar, die die betroffene Frau sehr beeintrachtigt. Auch benigne Erkrankungen der weiblichen
Brust stellen ein haufiges Problem dar, zumal ein Teil der gutartigen Erkrankungen mit einem
erhdhten Risiko einhergeht, an Brustkrebs zu erkranken. Vor allem fir die benignen Erkran-
kungen gibt es noch wenig Handlungsempfehlungen. Da Frauen sich haufig empfanglich flr
komplementarmedizinische Ansatze zeigen, lohnt es sich die Forschung auf diesem Gebiet

weiter voranzubringen. Einen Teil sollte diese Arbeit dazu beitragen.

Ziel dieser in-vitro Studie war es, die Wirkung des homoopathische Mittel Phytolacca in drei
verschiedenen Dosierungen sowohl auf Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MDA-MB-231),
als auch auf benigne fibrozystisch veranderte Mammazellen (MCF-12A und MCF-10A) zu
untersuchen. Es wurden dabei je eine rezeptorpositive (MCF-7 und MCF-12A) und -negative
(MDA-MB-231 und MCF-10A) Zelllinie untersucht, um nicht nur eine Aussage bezuglich der
Dignitat der Zellen treffen zu kdnnen, sondern auch um einen maoglichen Einfluss des Hor-
monrezeptorstatus der Zellen demonstrieren zu kénnen. Um potenzielle dosisabhangige Ef-
fekte feststellen zu konnen, kamen dabei unterschiedliche Konzentrationen der Extrakte zum
Einsatz.

Bei einer allgemein diinnen Studienlage auf diesem Themengebiet lag eine derartige Unter-
suchung bisher noch nicht vor.

Die HPLC-Analysen konnten keine sekundaren Pflanzenstoffe als potenzielle Inhaltsstoffe in
den ,Phytolacca-Globuli“ nachweisen. Mit diesem Ergebnis war aufgrund der Potenzierung
bei der Herstellung der ,Globuli“ allerdings zu rechnen.

Der Einfluss der hergestellten ,Globuli-Extrakte“ und der Kontrolllésungen (Endoxifen, Estra-
diol und ,Zuckerwasser-Extrakt“) auf die Mammazellen wurde anhand von Zellviabilitats- und
Zellproliferationstests, sowie der Stoffwechsellage untersucht.

Endoxifen zeigte in allen Untersuchungen auf alle vier Zelllinien eine nahezu vollstandige
Hemmung der Zellviabilitat und Proliferation. Aus den Ergebnissen der ,Globuli-Extrakte® ist
zu entnehmen, dass in-vitro keine Wirkung des homdopathischen Arzneimittels Phytolacca
auf die verschiedenen Mammazellen existiert. Dabei konnte im Vergleich der einzelnen Zellli-

nien kein Unterschied zwischen deren Dignitat oder Rezeptorstatus festgestellt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass nach diesen Erkenntnissen die Anwendung
des homdopathischen Arzneimittels Phytoloacca zur Bekdmpfung von Mammakarzinomen
oder anderen benignen Brusterkrankungen fraglich ist, da es tendenziell sogar eher eine
zellwachstumssteigernde Wirkung als eine hemmende, zytotoxische Wirkung aufweist. Dies

entspricht dem Effekt der Kontrolllésung ,,Zuckerwasser-Extrakt®.
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Eine folgende in-vivo Studie mit einer Placebo-Kontrollgruppe ware wiinschenswert, um zu

prifen, ob diese ,Globuli“ eine andere Wirkungsgrundlage besitzen.

Auch wenn diese Arbeit generell eher wachstumssteigernde Effekte von Phytolacca zeigte, ist
nicht von einer schadlichen Wirkung auszugehen, sondern lediglich von keiner in-vitro nach-
zuweisenden Wirkung. Diese Effekte lassen sich vermutlich auf den Zucker in den Extrakten
zuruckfihren; so ist bereits bekannt, dass Zucker die Tumorbildung férdert. Allerdings macht
die Zuckermenge die Uber den Konsum der ,Globuli“ aufgenommen wird, im Vergleich zur
sonstigen Erndhrung einen eher verschwindend geringen Anteil aus.

Mehrere Beobachtungsstudien konnten bereits zeigen, dass sich homdopathische Behand-
lungsmethoden positiv auswirken kdénnen, beispielsweise auf das Krankheitsempfinden oder
die Lebensqualitat des Patienten. Auch wenn sich dies nach aktuellem wissenschaftlichem
Stand hauptsachlich durch den ,Placebo-Effekt” erklaren lasst, muss anerkannt werden, dass
es Patienten gibt, denen Homoopathie hilft. Insofern sollte es allen Patienten freigestellt wer-
den, ob sie sich homoopathisch behandeln lassen wollen, schlielich sollte jeder Patient das
einnehmen, was ihm guttut und nicht schadet. Wichtig ist jedoch, dass dabei die konventionelle
Schulmedizin nicht vernachlassigt wird, da dies, gerade bei onkologischen Patienten, sonst
gravierende Folgen haben kann. So stellt die gréf3te Gefahr der Homéopathie wohl das ,Nicht-

befolgen® der konventionellen Medizin dar.
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VIIL.

THESEN

Thema: Proliferative und zytotoxische Effekte von Phytolacca (C 12, C 30, und C 200)

10.

11

12.

an humanen benignen und malignen estrogenrezeptorpositiven und -negativen
Mammagzelllinien (MCF-12A, MCF-10A, MCF-7, MDA-MB-231)

Das Mammakarzinom ist in Deutschland die haufigste krebsbedingte Todesursache

der Frau.

In Landern des Globalen Nordens ist die Brustkrebsinzidenz bedeutend hoher als in

asiatischen Landern.

Benigne Erkrankungen der Mamma, wie die fibrozystische Mastopathie, sind haufige

Befunde in der Gynakologie.

Benigne Erkrankungen der Brust weisen zum Teil ein erhdhtes Risiko auf, ein

Mammakarzinom zu entwickeln.

Endoxifen ist ein aktiver Metabolit von Tamoxifen (einem SERM).

Der Hormonrezeptorstatus der verwendeten Zelllinien kann in einer immunhistochemi-

schen Testung verifiziert werden.

Endoxifen hemmt sowohl bei Estrogenrezeptor -positiven als auch -negativen Zellen

stark die Zellviabilitat und Proliferation.

Die amerikanische Kermesbeere ist roh giftig und schleimhautreizend.

Die ,Phytolacca-Extrakte“ zeigten in der HPLC-Untersuchung keine Inhaltstoffe.

Die aktuelle Studienlage zeigt kaum eine Uber den ,Placebo-Effekt” hinausgehende

Wirkung der Homoopathie.

. Die ,Phytolacca-Extrakte“ zeigten in-vitro keine Wirkung auf die vier Zelllinien.

Die vorliegende in-vitro Studie erlaubt keine Aussage auf Art und Umfang der Wirkung

in-vivo. Eine Untersuchung der Einflisse von Phytolacca in-vivo ware von Interesse.
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Zielsetzung E——— . [ETE———

Ziel der Studie ist es zu erforschen, ob, und wenn ja in welchem AusmaR das homdopathische / / \
Arzneimittel Phytolacca das Wachstum von benignen und malignen Mammaepithelzellen in-vitro / | / |
hemmt. Das aus der Kermesbeere hergestellte Mittel wird zum Beispiel bei Brustentziindungen . . \ e \
empfohlen. : A _

[ — Zucsarwasase £xzan

.
Abb.1:Die Kermesbere! ‘b 2 Phylolacca Giobulin den verschiedenen Konzentrationen, o0 )

CellTiter-Giof, Promega
(n=3)

Material und Methoden

Fiir die in-vitro Studie wurden drei verschiedene Extrakte aus Phytolacca C12, C30 und C200
(Wasser- und Ethanolextrakt) hergestellt, in je vier verschiedenen Konzentrationen (10%, 20%, 50%,
100%). Zum Nachweis, ob sich in den Extrakten Inhaltsstoffe befinden, diente eine
Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC). Der Nachweis des Rezeptorstatus gelang
immunhistochemisch (Biozol). Die Priifung des Zellmetabolismus erfolgte mit pH-Wert-, Glukose-
und Laktatmessung. Die Wirkung der Extrakte auf die Mammaepithelzellen wurde mittels Zell-
Viabilitats-Test (CellTiter-Glo®, Promega), Zytotoxizitatstest (CytoTox-Glo®, Promega) und
Proliferationstest (BrdU®, Roche) bestimmt. Als Kontrollldsung stand in &hnlicher Konzentration
Zuckerwasser zur Verfiigung. Endoxifen diente als Negativ- und Estradiol als Positivkontrolle.

pry——

CytoTox-Giog) Promega
™ =3

e @2 patt

A3 Promegal. a Promegal.

Ergebnisse P—

(n=3)

Mittels der + i igkeif konnten keine aus Phytolacca
ermittelt werden. Die Extrakte zeigten sowohl in den benignen Zellreihen MCF 12a (Rezeptor positiv)
und MCF 10a (Rezeptor negativ) sowie in den malignen Zellreihen MCF 7 (Rezeptor positiv) und

MDA-MB-231 (Rezeptor negativ) in allen Versuchen keine zytotoxische Wirkung. Die Versuche %
tendierten zur Proliferation, vor allem auf die beiden malignen Zellreihen in dem Zytotoxizitatstest £
(CytoTox-Glo®, Promega). Daher zeigten die malignen Zellen mit den Globuli-Extrakten nicht nur &
keine zytotoxische Wirkung, sondern eine starkere proliferierende Wirkung, als die beiden benignen
Zellinien. Bei der Uberpriifung des Zellmetabolismus konnten keine negativen Einfliise
nachgewiesen werden. Die Kontrollen zeigten das zu Erwartende: starke zytotoxische Effekte bei
Endoxifen und eher eine proliferative Wirkung bei Ostrogen.
MCF 12a b i
iteher s Zoten 1-TEST)
fods ¥
N 7 Schlussfolgerung
C N
F “,..’ e q\ = & Aus den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass in-vitro keine Wirkung des homdopathischen
= Arzneimittels Phytolacca auf die Mammaepithelzellen existiert. Bereits anhand der HPLC-
1)ERa () 2)ERB (+) PR 4) CERB (+) 5) Negativkontrole Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, dass in den Globuli keine Wirkstoffe, wie zum Beispiel
Phytoonkogene, enthalten sind. Nur Glukose wurde detektiert. Mit diesem Ergebnis war
allerdings zu rechnen, was auf der Herstellung der Globuli beruht.
MCF 7 Zusammenfassend ngesagtwmmssmdmnmnmm(hsmnnopa-
[ %‘:"% thische imi inom fraglich ist, da es
ki 3 /T tendenziell eher eine pro||fera11ve ermg als eine zytdmsdle Wirkung aufweist. Dies
?),fw_-, A B T A entspricht dem Effekt der Extrakt", So ist in der Literatur
4 ] oo . bevmsmﬁmien,(thlderdeTmmldngftxden“
- — = = = Eine invivo Studie im Tierversuch mit einer P

NERaw) 2ERBE) JPRE) 41CERB (%) FYS— da in dieser Forschungsarbeit nur die in-vitro Wirkung uiersucﬂ vurch. Damit wére es
moglich zu zeigen, ob diese Globuli eine andere Wirkungsgrundlage besitzen.

1 PantherMedia / Liane Matrisch: ,Phytolacca Globul", auf: hips://www.globuli de/einzelmitelglobuli-von-p-bis-g/phytolaccal (26.05.2018)

2 Promega GmbH (Hg): Zellbasierte & Biochemische Assays von Promega’, . 10,19,

3Yang P, Cohen L etal: ,A S Enriched Diet Promotes Tumorigenesis in Mammary Gland in Part through the 12-Lipoxygenase Pathway", Cancer Res, 2016.

ABBILDUNG 44: Poster fiir 38. Senologie-Kongress 2018, Stuttgart.
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