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AF2

AK

Aqua dest.
ATP

BgVvVv

BrdU
CP

CVv
CYP
DCIS
DMEM
DMSO
DNA
EGCG
EGF
ELISA
EMA
ER
ER-a
ER-B
ERBB2
F. vulgare
FS
GPER
HCL
HER-2/neu
HPLC

IgG
KM

LCIS

MAE

Aktivierungsfunktion 2

Antikorper

Aqua destillada — einfach destilliertes Wasser
Adenosintriphosphat

Bundesministerium fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Ve-
terindrmedizin

5-Brom-2"-desoxyuridin

Zellproliferation

Zellviabilitat

Enzym der Cytochrom P450 Familie

Duktales Carcinoma in situ

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Epigallocatechingallat

Epidermal Growth Factor

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Europaische Arzneimittel-Agentur (European Medicines Agency)
Estrogenrezeptor

Estrogenrezeptor Alpha

Estrogenrezeptor Beta

Synonym zu HER-2/neu (human epidermal growth factor receptor 2)
Foeniculum vulgare (Fenchel)

Folsaure

G protein-coupled estrogen receptor 1

Chlorwasserstoff / Salzsaure

human epidermal growth factor receptor 2

high performance liquid chromatography (Hochleistungsflissigkeits-
chromatografie)

Immunglobulin G

Komplementarmedizin

Lobulares Carcinoma in situ

Mol
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. EINLEITUNG

Die weibliche Brust besteht im Wesentlichen aus Binde- und Fettgewebe, in welches Driisen
und das Milchgangsystem eingebettet sind®2. Dieser Gewebeverbund unterliegt physiologsi-
cherweise starken Veranderungsprozessen, was mit einer erhdhten Vulnerabilitat einher-
geht'%*. Erkrankungen der Brust sind daher ein Problem das sehr viele Frauen betrifft. Allein
an Brustkrebs erkrankt in Deutschland mehr als jede achte Frau im Laufe ihres Lebens'’. Gut-
artige Veranderungen der Brust sind jedoch wesentlich haufiger. So gibt mehr als die Halfte
der Frauen einer Umfrage zufolge relevante Brustschmerzen an, welche haufig auch mit Be-
eintrachtigung des Alltags und des Sexuallebens einhergehen'. Um Beschwerden wie bei-
spielsweise diese zu lindern, greifen insbesondere Frauen haufig auf komplementare Thera-
pieansatze zurlick®. Sie sind eine der Hauptnutzergruppen dieser immer beliebteren Thera-

pien, wozu auch die Pflanzenheilkunde gehort?'”.

1.1 MALIGNE BRUSTERKRANKUNGEN

Die unter dem Begriff Brustkrebs (Mammakarzinom) zusammengefassten, malignen Erkran-
kungen der Brust umfassen eine Vielzahl verschiedener Tumoren, die sich sowohl morpholo-
gisch, phanotypisch sowie beziglich ihres malignen Potentials, teilweise deutlich unterschei-
den. Einteilen lassen sie sich anhand ihres Ursprungsgewebes in duktale und lobulare Neo-
plasien. AuRerdem hat der Hormonrezeptorstatus fir die Klassifizierung eine hohe Relevanz.
Die genaue Einteilung nach WHO ist komplexer und wird regelmaRig gemaf neuer Methoden
und Erkenntnissen angepasst'’#°,

Die bdsartigen Neubildungen der Brust stellen mit einer Inzidenz von ca. 70 000 Neuerkran-
kungen pro Jahr in Deutschland die haufigste weibliche Krebserkrankung dar'®-292, Statistisch
leidet mehr als jede achte Frau im Verlauf ihres Lebens an einem Mammakarzinom'’. Weltweit
erkranken mehr als 1,5 Millionen Frauen pro Jahr und uber 450 000 sterben jahrlich daran.
Trotz abnehmender Sterblichkeit nimmt die weltweite Inzidenz weiter zu'7:185:211 " Auffallig ist
eine wesentlich hohere Inzidenz des Mammakarzinoms in den USA und Nordeuropa im Ver-
gleich zu Afrika und Asien'. Einfluss auf das Erkrankungsrisiko nehmen eine Vielzahl ver-
schiedener Faktoren wie Ernahrung, Lebensstil, Schwangerschaften oder Kontrazeption®’.
Auflerdem haben auch genetische Risikofaktoren wie die Mutation des BRCA-1-Gens einen
grofRen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko™’.

Als Hauptursache fur Brustkrebs gilt derzeit ein Estrogenlberschuss als wahrscheinlich. Die-
ser soll zum einen Uber seine oxidativen Metabolite die Schadigung der DNA beglnstigen,
zum anderen soll die Bindung an den Estrogenrezeptoren zu einer veranderten Genexpres-

sion mit steigender Zellproliferation und verminderter Apoptose flihren®?°.
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Therapeutisch kommen neben chirurgischen und strahlentherapeutischen Verfahren auch
Chemo- und Hormontherapie zum Einsatz. Diese Therapien bieten bis zum lokal rezidivierten
oder lokal fortgeschrittenem Stadium immer noch eine kurative Perspektive. Das genaue The-
rapieverfahren hangt individuell von der Grélie, Ausdehnung, Invasivitdt und Rezeptorstatus
des Tumors sowie vom Lymphknotenbefall bzw. der Metastasierung ab. Bei Estrogenrezeptor
positiven (ER+) Tumoren werden beispielsweise adjuvante endokrine Therapien wie Aroma-

tasehemmer oder SERMs wie Tamoxifen eingesetzt'’.

1.2 BENIGNE BRUSTERKRANKUNGEN

Bei der Mehrzahl der Patientinnen mit klinischer Symptomatik liegt eine benigne Erkrankung
zugrunde, wohingegen bei nur 3-6 % der Patientinnen Brustkrebs diagnostiziert wird?°2. Den-
noch mangelt es an Handlungsempfehlungen fur diese Erkrankungsbilder, da der Fokus der
Diagnostik und Therapie von Brustbeschwerden nach wie vor auf das Mammakarzinom ge-
richtet ist?®®. Aufgrund der Malignitat des Mammakarzinoms ist es wichtig dieses zu fokussie-
ren. Dabei durfen benigne Erkrankungen aber nicht vergessen werden. Denn auch diese
Brustveranderungen gehen haufig mit hohem Leidensdruck einher, betreffen meist junge

Frauen und begleiten diese teilweise viele Jahre?%.

Unter den Begriff der benignen Brusterkrankung fallt eine Vielzahl verschiedener Erkrankun-
gen, welche haufig mit Brustschmerzen (Mastodynie / Mastalgie) einhergehen, aber unter-
schiedliche Ursachen haben. Im Unterschied zum Mammakarzinom zeigen diese Erkrankun-
gen meist kein, oder nur geringes Entartungsrisiko.

Grob unterteilt werden kann diese heterogene Gruppe in drei Hauptgruppen, welchen eine
Vielzahl der Erkrankungen zugeordnet werden kann (Abbildung 1).

Die wichtigsten dieser, teils als knotige Strukturen auffallende Veranderungen sollen in den

folgenden Kapiteln beschrieben werden.

gutartige Brusterkrankungen

entziindliche . ‘ benigne tumorose
tlerénderungen Mastopathie Verdnderungen L andere
Mastitis puerperalis i i 3 i
F_’_ p fllslroztystlstﬁhe Fibroadenom G):nakomastle
Mastitis non astopatnie Driisengewebe
puerperalis duktale Adenose AL auRerhalb d. Mamma
Mamillenretraktion radidre Narbe gl Mastodynie

Abbildung 1: Schematische Einteilung der gutartigen Brusterkrankungen. Angelehnt an Stubert et al.2% erstellt.
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1.2.1 MASTODYNIE

Der Brustschmerz ist keiner der Gruppen eindeutig zuzuordnen, da er teilweise in Zusammen-
hang mit anderen Erkrankungen auftritt, aber auch als unabhangige Erkrankung betrachtet
werden kann. Aufgrund des gehauften Vorhandenseins von fibrozystischer Mastopathie bei
vorliegender Mastodynie, wird der Brustschmerz teilweise den Mastopathien zugeordnet.

Die Schmerzen der Brustdriise kbnnen sowohl spontan, als auch bei Berihrung auftreten und
betreffen mehr als jede zweite Frau, wodurch viele im Alltag beeintrachtigt sind'**. Die Masto-
dynie wird in die zyklusabhangige und zyklusunabhangige Form unterteilt. Wahrend zyklusab-
hangige Schmerzen meist unproblematischer sind, kdnnen zyklusunabhangige Schmerzen
hinweisend fur eine benigne oder maligne Erkrankung sein.

Die zyklusabhangige Form kommt mit zwei Dritteln hdufiger vor und manifestiert sich um das
30. Lebensjahr, bei der zyklusunabhangigen Form dagegen liegt das mittlere Erkrankungsalter
bei Uber 40 Jahren'®*. Obwohl der genaue Mechanismus noch nicht geklart werden konnte,
liegt eine hormonelle Kausalitat der Erkrankung nahe, da hormonelle Veranderungen wie das
Erreichen der Menopause zu Besserung der zyklusabhangigen Mastodynie fiihren?%2, Im Zu-
sammenhang mit Mastodynie wird zwar haufig eine fibrozystische Mastopathie nachgewiesen,
eine Kausalitat kann aufgrund der hohen Pravalenz der Mastopathie aber trotzdem nicht an-
genommen werden?®. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass auch die psychoaffektive
Komponente bei dieser Erkrankung nicht zu vernachlassigen ist®:1%6,

Da bei 2-7 % der Patientinnen die sich primar wegen zyklusunabhangiger Mastodynie vorstel-
len ein Malignom vorliegt, ist der Ausschluss eines Malignoms von besonders hoher klinischer
Relevanz®22,

Fir die Symptomlinderung der zyklusabhangigen Mastodynie gibt es eine Vielzahl an Mog-
lichkeiten. Das Tragen eines gut sitzenden Bustenhalters, Analgetikatherapie, Entspannungs-
Ubungen oder regelmafige sportliche Aktivitat flihren haufig schon zu einer Besserung der
Symptomatik®. Im Bereich der Phytotherapeutika gibt es durch randomisierte kontrollierte Stu-
dien belegte Therapieoptionen. Leinsamen und Ménchspfeffer Uiber 2-3 Monate eingenommen
fihren zur Reduktion zyklusabhangiger Mastodynie'#42'6. Weitere diatetische Malnahmen wie
der Verzicht auf Kaffee oder Schokolade werden haufig angeraten, sind aber wissenschaftlich
haufig von geringer Evidenz. Lokal angewendet kénnen Diclofenac-Gel sowie Schwarzkiim-
meldl zu einer Schmerzreduktion flihren. Die systemische Therapie mit Tamoxifen 10 mg/d
Uber 3-6 Monate sollte nur bei ausgepragter Symptomatik oder Versagen alternativer Thera-
pien erwogen werden, ist dann aber das Mittel der ersten Wahl. Zyklusunabhangige Mastody-
nien dagegen sind schwieriger zu therapieren. Mogliche Therapieoptionen sind das Untersprit-
zen mit einem Lidocain/Methylprednisolonacetat Gemisch, oder bei Verdacht neuropathischer

Schmerzen die Gabe von Gapapentin?%.
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1.2.2 ENTZUNDLICHE BRUSTERKRANKUNGEN

EINTEILUNG UND EPIDEMIOLOGIE

Die Entziindung der Brustdriise im Zusammenhang mit der Laktation bezeichnet man als
Mastitis puerperalis (MP), wohingegen die aul3erhalb der Laktationsphase liegenden Mastiti-
den als Mastitis nonpuerperalis (MNP) bezeichnet werden. Den entziindlichen Brusterkran-
kungen kénnen auch die selteneren Krankheiten der granulomatésen Mastitis, Aktinomykosen
und der Morbus Mondor zugeordnet werden?®.

Die M. puerperalis tritt laut einer Studie aus 2007, innerhalb der ersten 3 Monate bei 17 % aller
stillenden Mdtter auf'?. Die nonpuerperale Form zeigt eine Inzidenz von 1-2 pro 10.000 Frauen
und macht damit 1-2 % aller symptomatischen Brustveranderungen aus. Der Haufigkeitsgipfel
liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr der Betroffenen. Rund 60 % der nonpuerperalen
Mastitiden sind bakterieller Genese, bei den restlichen handelt es sich um abakterielle Formen

oder Sonderformen2%s,

ATIOLOGIE UND PATHOGENESE

Wahrend bei der MNP meist eine bakterielle Genese zugrunde liegt, handelt es sich bei der
MP auch haufig um eine abakterielle Entziindung infolge eines Milchstaus. Kommt es bei der
laktierenden Mamma zu einer ungenugenden Entleerung und damit zu einem Milchstau in den
Drisenlappchen, kann dies zur Entziindung und damit zu MP fihren. Bedingt wird diese durch
Milchbestandteile, welche aufgrund des erhdhten Drucks in das Gewebe austreten. Verstop-
fungen der Milchgange, Stillschwierigkeiten oder eine Uberstarke Milchproduktion sind daher
haufig ursachlich. Auch das Auftreten einer bakteriellen Infizierung ist durch einen Milchstau
beglnstigt. Bei der MP ist in mehr als 90 % der Falle Staphylococcus aureus Ursache der
Infektion und wird normalerweise vom kindlichen Nasen-Rachen-Raum auf die Brustwarze
Ubertragen’#2%°, Bei der MNP hingegen entspricht das Keimspektrum meist der physiologi-
schen Keimflora der Haut'®. Ahnlich dem Milchstau der MP ist pathophysiologisch auch bei
der MNP ein Sekretstau von Bedeutung, auf dessen Boden sich die bakterielle Entziindung
entwickeln kann. Die physiologisch im Sekret enthaltenen Bakterien kdnnen sich vermehren
und ins Brustdrisengewebe ausbreiten, wobei es zu Abszessbildungen und letztlich zur
Ruptur mit Bildung eines infizierten Fistelgangs kommen kann. Ursachlich fir den Sekretstau
kann ein mechanisches Abflusshindernis wie eine vorbestehende Mammillenretraktion oder
Narbenbildung nach Mamillenpiercing sein. Ist dies nicht der Fall, so stellt Nikotinabusus den

Hauptrisikofaktor der MNP dar, wobei dessen genauer Mechanismus noch unklar ist?%.
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KLINIK

Klinisch zeigen Patientinnen mit Mastitiden die klassischen Entziindungszeichen, welche hau-
fig peri/retroareolar betont sind und oft unilateral auftreten: Rétung (Rubor), Schwellung (Tu-
mor), Uberwarmung (Calor) und Schmerzen (Dolor). Bei der M. puerperalis ist ein weiteres
Hinweiszeichen allgemeines Unwohlsein und Fieber tber 38,4 °C. Bei der MNP ist meist kein
Fieber nachweisbar. Mikrobiologische Diagnostik ist meist verzichtbar und nur in komplizierten
Fallen zu veranlassen?®?. Da sich haufig Rhagaden und Schrunden als Eintrittspforte bakteri-
eller Infektionen finden, ist im Rahmen der Inspektion besonders auf Hautlasionen im Bereich
der Mamille zu achten. Ein tief liegender Abszess oder eine beginnende Abszessbildung sind
haufig klinisch nicht sicher abgrenzbar, weshalb bei jeder Mastitis zusatzlich eine Mammaso-
nografie durchgefuhrt werden sollte. Bei nonpuerperalen Mastitiden mussen differenzialdiag-
nostisch insbesondere bei Patientinnen ab dem 35 Lebensjahr, bei Fehlen von Risikofaktoren
(Piercing, Nikotinabusus) sowie bei Therapieresistenz, Malignome wie das inflammatorische

Mammakarzinom in Betracht gezogen und abgeklart werden2%,

THERAPIE

Die Therapie der Mastitiden ist stark abhangig vom Ausmal’ der Erkrankung. Bei Mastitiden
ohne Abszedierung sind bei der MNP symptomatische Mallinahmen (Kihlen und Analgetika),
sowie die antibiotische Therapie meist ausreichend. Bei der MP ist zusatzlich priméar eine re-
gelmafige Milchentleerung der Brust sowie Warmeapplikation unmittelbar vor dem Stillen von
Bedeutung®. In den meisten Fallen der MP ist ein sekundares Abstillen nicht von N6ten'4202,
Zeigt sich klinisch oder sonographisch eine Abszessbildung, so ist immer eine interventionelle
Entlastung inzidiert, welche normalerweise primar durch Punktion und Spullung erfolgt. Die
sonographisch kontrollierte Punktion muss haufig mehrfach durchgefihrt werden. Bei ausge-
pragten Befunden, rezidivierenden Abszessbildungen oder frustranem Punktionsversuch ist
eine operative Abszessero6ffnung indiziert?%.

Die puerperale Mastitis kann haufig durch praventive MaRnahmen wie der richtigen Stilltech-

nik, Vermeidung von Milchstau und Pflege der Brustwarze vermieden werden®°.

1.2.3 MASTOPATHIE

EINTEILUNG UND EPIDEMIOLOGIE

Unter dem Begriff Mastopathie werden verschiedene pathologisch-anatomische Veranderun-
gen des weiblichen Brustdrisenparenchyms zusammengefasst. Diese sind haufig proliferie-
rend, kdnnen sich aber auch atroph-regressiv zeigen®®>. Neben der haufigen fibrozystischen
Mastopathie lassen sich die diabetische Mastopathie, duktale Adenosen und Hyperplasien so-

wie radidre Narben und weitere Veranderungen dem mastopathischen Formenkreis zuord-
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nen'%. Nicht alle dieser Veranderungen sollten als Krankheit, sondern teilweise mehr als Sto-
rung der Entwicklung, Reifung und Ruckbildung der Brustdrise gesehen werden, wodurch der
Ubergang zu Normvarianten flieRend ist?°2,

Das Vollbild der fibrozystischen Mastopathie beschreibt die Konstellation von zystischen Er-
weiterungen der terminalen duktulokularen Einheiten (TDLU) mit Fibrosierung des umgeben-
den Stromas (Abbildung 2)%°®.

Bei pramenopausalen Frauen stellt die fibrozystische Mastopathie den haufigsten Befund un-
ter den benignen Brustveranderungen dar’#'88 Etwa 50 % aller Frauen jenseits des 30. Le-
bensjahres weisen eine fibrozystische Mastopathie auf, bei rund 20 % verursachen Makrozys-

ten dabei Schmerzen'®202_ Der Altersgipfel liegt in der Perimenopause (45.- 55. Lebensjahr)’™.

Abbildung 2: fibrozystische Mastopathie:
links: typische Makroskopie mit Zysten und Fibrose
rechts: typische Histologie mit zystischen Erweiterungen und Fibrosierung
Pfeile (beispielhaft): gelb = fibrosiertes Stroma, schwarz 2 zystisch erweiterte Ausfiihrgange
Quelle: ,PathoPic*168,

ATIOLOGIE UND PATHOGENESE

Die Pathogenese der fibrozystischen Mastopathie ist bis heute noch nicht im Detail geklart.
Vermutlich spielt pathophysiologisch ein Ungleichgewicht der Sexualhormone mit Uberwiegen
der estrogenen Stimulation bei relativem Progesteronmangel eine wesentliche Rolle?’2. Hin-
weisend dafur ist, dass Frauen mit geringerer Estrogenproduktion seltener an Mastopathien
leiden sowie dass die balancierte Estrogen- und Progesteronzufuhr mittels Kontrazeptiva zu
geringerer Inzidenz fibrozystischer Veranderungen fiihrt'%4162 Im Rahmen eines hormonellen
Ungleichgewichtes kann es zu Veranderungen kommen, welche die zystische Erweiterung der
TDLU begunstigen. Durch gesteigerte sekretorische Aktivitat oder einer Hyperplasie der
Epithelien mit Verlegung der gro3en und kleinen Gange kommt es zu einer Stauung des Sek-
rets und zu Dilatation der TDLU. Auch Flissigkeitseinstrom infolge eines erhéhten kolloidos-
motischen Drucks der Zystenflissigkeit, sowie UibermaRige Sekretion aus apokrin-metaplasti-

schen Epithelien werden als Ursache diskutiert352%,
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KLINIK UND KLASSIFIKATION

Klinisch imponiert die fibrozystische Mastopathie in der Regel durch schmerzhafte, teils auch
schmerzlose palpable Brustverdichtungen mit homogener und teils inhomogener Konsistenz-
veranderung'®. Die Zysten sind meist beidseits vorhanden und sind teils mit einer pramens-
truellen GréRenzunahme verbunden und gehen haufig mit einem Spannungsgefihl und ver-
mehrter Schmerzempfindlichkeit der Brust einher®>'%. Sie werden als Tastbefund, als Zufalls-
befund im Rahmen von bildgebenden Untersuchungen, oder histologisch durch Biopsien de-
tektiert?®2. Andere Erkrankungen des mastopathischen Formenkreises wie die einfache
duktale Hyperplasie kénnen auch klinisch-bildgebend asymptomatisch sein. Rupturiert eine
Zyste kann dies mit plétzlich eintretenden, heftigsten Schmerzen einhergehen. Tastbefunde
sollten spatestens ab einem Alter von 35 Jahren bildgebend durch Mammasonografie und ggf.
durch Mammografie abgeklart werden?®®. Das mammografische Erscheinungsbild mastopathi-
scher Lasionen ist vielfaltig und umfasst Herdbefunde, fokale Verdichtungen sowie Mikrover-
kalkungen. Diagnoseweisend fir die fibrozystische Mastopathie ist die Sonografie von Zysten,
die als glatt begrenzte, echoarme bis -leere, runde bis ovale Herdbefunde mit variabler Groflie
imponieren?®2, Von einfachen Zysten abzugrenzen sind komplexe Zysten, die ein Malignomri-
siko von bis zu 30 % haben und daher immer abgeklart werden missen'®. Weitere bioptische-
histologische Abklarungen sollten nur erfolgen, wenn klinisch-bildgebend eine Zuordnung des
Befundes als benigne nicht sicher maoglich ist'%4. Differenzialdiagnostisch ist neben Maligno-
men auch an inflammatorische Prozesse zu denken.

Hinsichtlich des Brustkrebsrisikos wird bei Mastopathien zwischen proliferierenden und nicht
proliferierenden Veranderungen unterschieden. Dartber hinaus sind atypische Zellverande-
rungen abzugrenzen. Anhand dieser Kriterien erfolgt die Einteilung in drei Grade nach Prechtel
(Tabelle 1).

Einfache mikro- und makrozystische Veranderungen (Grad [) sind nicht mit erhéhtem Brust-
krebsrisiko assoziiert und benétigen daher keine besondere Uberwachung. Das geringgradig
erhohte Risiko fur Malignome bei proliferierenden Veranderungen ohne Atypien (Grad Il), ist
bisher nicht sicher geklart. Ein kausaler Zusammenhangwird vermutet, ist aber noch nicht si-
cher geklart. Das fast bis zu 4-fach erhdhte relative Risiko fur Mammakarzinome bei proliferie-
renden Veranderungen mit Atypien (Grad Ill) ist von besonderer Bedeutung und wirkt sich auf

die Therapie aus?®.
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Tabelle 1: Einteilung mastopathischer Veranderungen in drei Grade nach Prechtel und damit assoziiertes Risiko
fur die Entwicklung von Brustkrebs, * relatives Risiko fiir zukiinftige Entwicklung von Brustkrebs im Vergleich zur
Normalpopulation,[95% Konfidenzintervall], modifiziert nach Stachs et al.?%®> und Janni'%4

Grad Lasionstyp Haufigkeit histopathologische Rel. Risiko fiir Entwick-
Diagnose lung von Brustkrebs *

I Nicht 70% e Einfache Zysten 1,17

proliferierend o Papillére apokrine Metapla- [0,94 —1,47]
sie

Il Proliferierend 20 % e Einfache Hyperplasie 1,76

ohne Atypien o sklerosierende Adenose [1,58 —1,95]
e Radiare Narben

mn Proliferierend 10 % e Flache epitheliale Atypie 3,93

mit Atypien e Atyp. Duktale Hyperplasie [3,24 — 4,76]

e Atyp. Lobulare Hyperplasie

THERAPIE

Da mastopathische Veranderungen nicht immer als Erkrankungen zu sehen sind, sondern
teilweise auch als Veranderungen in Folge zyklischer und altersbedingter hormoneller Dysba-
lancen, wird generell die Therapie eher konservativ gehalten'%42%5, Zysten zeigen haufig eine
spontane Rickbildungstendenz, weshalb nur im Falle von Makrozysten, die mit Schmerzen
verbunden sind, eine Aspirationspunktion in Erwagung gezogen werden sollte'*%2%%, Eine Un-
tersuchung dieses Punktats ist nicht zwingend erforderlich, sollte aber aufgrund haufiger Ver-
unsicherung groRRzlgig durchgefihrt werden. Gréliere rezidivierende Zysten kdnnen mittels
sonographisch gestitzter Vakuumbiopsie entfernt werden. Komplexe Zysten missen mittels
Stanzbiopsie oder operativer Entfernung histologisch gesichert werden. Bei histologischer Di-
agnose von Atypien ist immer die offene Exstirpation des Befundes zu veranlassen. Da kleine
radiare Narben meist mittels Biopsie vollstandig entfernt werden kénnen, muss in diesem Fall
nicht zwangslaufig operiert werden?®.

Da auch harmlose Mastopathien teilweise mit Schmerzen und Leidensdruck einhergehen,
mochten viele Patientinnen Therapieoptionen wahrnehmen. Hierflir infrage kommen vor allem
die unter 1.2.1 beschriebenen Therapien wie physikalische Mallhahmen oder Phytoestrogene
zur Linderung der Mastodynie. Im Vordergrund steht aber vor allem der Ausschluss von ma-
lignen Veranderungen. Erst bei hohem subjektivem Leidensdruck werden gestagenhaltige
Praparate, lokales Progesteron-Gel oder selten auch Danazol und Tamoxifen oder Prolaktin-

hemmer eingesetzt®>1%4,
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1.2.4 BENIGNE TUMOROSE VERANDERUNGEN

Zur Gruppe der benignen tumorésen Veranderungen gehoéren Fibroadenome, Adenome, Lip-
ome, Phylloidtumore und weitere seltene benigne Tumore wie Angiome oder mesenchymale
Tumore. Diese Veranderungen fallen haufig durch derbe veranderte, tastbare Strukturen auf.
Das Fibroadenom ist mit einer Pravalenz von rund 25 % die haufigste Ursache benigner Brust-
knoten, mit einem Altersgipfel von 15-35 Jahren insbesondere bei jungen Frauen'®®. Die Atio-
logie der Fibroadenome ist unklar, ein hormoneller Einfluss gilt aber als sehr wahrscheinliche.
Klinisch imponieren sie als meist bis zu 3 cm grolRe, derbe Tastbefunde. Haufig werden
asymptomatische Fibroadenome im Mammografie-Screening als Zufallsbefund entdeckt, wo
sie durch ihre typische popcornartige Verkalkungen auffallen?°2. Das therapeutische Vorgehen
ist abhangig von Alter, Symptomatik, klinischem Befund und bildgebender Diagnostik. Asymp-
tomatische Fibroadenome bendtigen in der Regel keine weiter Therapie?°22%, Eine Exzision
ist nur bei Beschwerden, unklaren Befunden oder auf Wunsch der Patientin erforderlich’*. Eine
Sonderform des Fibroadenoms (ca. 3 %) stellt der Phylloidtumor dar, der durch Uberschiel3en-
des Wachstum der Stromazellen gekennzeichnet ist und aufgrund des erhdéhten Metastasie-
rungspotentials und sehr hoher Rezidivneigung immer mit einem Sicherheitssaum entfernt
werden sollte”#202,

Papillome sind mit 5-10 % die Ursache benigner Neubildungen22. Man unterteilt sie in zentral
gelegenen, solitare intraduktale Papillome, sowie die meist peripher gelegenen multiple Milch-
gangpapillome (auch Papillomatose). Sie fallen klinisch meist durch spontane serése oder blu-
tige Mamillensekretion, seltener durch Tastbefunde oder in der Mammographie, auf. Obwohl
Papillome per se gutartige Neubildungen sind, werden sie auch als Risikolasionen bezeichnet,
da sie mit einem erhdhten Malignomrisiko assoziiert werden. Besteht der Verdacht auf ein
Papillom, so sollte dieser durch Biopsie histologisch gesichert werden. Werden kleine Papil-
lome (< 2 mm) ohne Atypien durch Biopsie vollstandig entfernt, bendtigen diese keine weitere
Therapie. Bei gleichem Szenario, aber groReren Lasionen ist zusatzlich die Ubereinstimmung
von Pathologie und Bildgebung zweifelsfrei zu belegen. Unvollstandig entfernte Papillome
ohne Atypien sollten vollstandig exzidiert werden. Dies gilt in jedem Fall auch fir papillare

Lasionen mit Atypien®®.

1.3 ESTROGENREZEPTOREN

Endogene Estrogene haben auf den menschlichen Organismus eine Vielzahl verschiedener
Effekte, welche vor allem durch Estrogenrezeptoren (ER) vermittelt werden. Auf die mam-
maren Drusenepithelzellen wirken Estrogene wachstumsférdern und sorgen fur Zelldifferen-
zierung. Da Estrogene auch fur Tumoren einen besonderen Wachstumsreiz darstellen kon-
nen, ist die Inhibierung der Estrogenwirkung bei ER+ Zellen therapeutisch von grofer Bedeu-

tung. Estrogenrezeptoren kommen in zwei unterschiedlichen Formen vor: ERa und ER}.
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Diese liegen in Abwesenheit eines Liganden vornehmlich im Zytosol, an Proteine gebunden
vor. Den beiden ER Formen werden gegensatzliche Wirkungen zugeschrieben. Wahrend ERa
die Zellteilung fordert, kann Uber Aktivierung des ERP die Proliferation beeintrachtigt wer-
den?'®. Die Bindung von Agonisten (z.B. Estradiol) an den Rezeptor sorgt fiir die Dissoziation
der Proteine, wodurch der Rezeptor in den Nucleus gelangen und als Dimer via Estrogen-
Response-Element an die DNA binden kann. Dadurch kann die Transkription spezifischer Ziel-
gene aktiviert werden. Neben der direkten Bindung an die DNA gibt es auch andere Mdglich-
keiten, die Transkription zu beeinflussen, wie beispielsweise das Binden an andere Transkrip-
tionsfaktoren. Es gibt auch Hinweise darauf, wonach ER teilweise auch ligandenunabhangig
durch Phosphorylierung aktiviert werden kénnen®,

Zusatzlich zu den klassischen ER kénnen auch andere Rezeptoren, wie der G-Protein gekop-

pelte Estrogenrezeptor (GPER) fiir schnelle Estrogenwirkungen verantwortlich sein™".

1.4 KOMPLEMENTARER THERAPIEANSATZ

Der Begriff der Komplementarmedizin (KM) hat sich in den vergangenen Jahren zur Unter-
scheidung von der sogenannten ,Schulmedizin“ zunehmend etabliert, wobei es keine allseits
anerkannte Definition gibt. Haufig wird (falschlicherweise) als Synonym der Begriff ,Alternativ-
medizin“ verwendet. Die KM im allgemeinen Verstandnis grenzt sich von der Alternativmedizin
allerdings dadurch ab, dass sie nicht den Anspruch hat, ,schulmedizinische“ Verfahren zu er-
setzten'2'7, Vielmehr steht in komplementaren Verfahren haufig das gemeinsame Wirken mit
der Schulmedizin sowie die Linderung von Nebenwirkungen, Stress oder Angsten im Vorder-
grund. Die KM ist dabei sehr facettenreich und umfasst Gebiete wie zum Beispiel der Phyto-,
Hydro-, Bewegungstherapie, physikalischen Therapie oder die TCM"2. Werden komplemen-
tare Methoden zur Unterstutzung evidenzbasierter Tumortherapie eingesetzt, so wird das auch
als ,integrative Onkologie* bezeichnet'”72.

Die Nutzung komplementarer Therapieansatze erfahrt in den letzten Jahren zunehmend an
Beliebtheit?'”. Insbesondere bei Patienten mit Tumorerkrankungen ist das Interesse an kom-
plementare Therapien besonders hoch. So nutzt im Durchschnitt jeder zweite Tumorpatient im
Verlaufe der Erkrankung und Therapie oder nach Abschluss der Therapie mindestens eine
dieser Methoden. Besonders haufig werden diese Therapien von Mammakarzinompatientin-
nen genutzt, wo Nutzerraten von bis zu 90 % angegeben werden'”897 Die typische Nutzer-
gruppe ist weiblich, eher jung und hat einen hohen Bildungsstand®. Es wird also deutlich, dass
insbesondere bei onkologischen, gynakologischen und vor allem bei Brusterkrankungen kom-
plementare Therapien gefragt sind und haufig genutzt werden. Der zunehmende Einzug kom-
plementarer Therapien in Leitlinien sowie eine eigens auf KM ausgerichtete S3-Leitlinie unter-
streichen die Aktualitat der Thematik und zeigt, dass es fur, in diesem Bereich tatige Arzte

wichtig ist, mit der Thematik vertraut zu sein'”'23,
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Obwohl komplementéare Therapien von Patienten haufig als hilfreich empfunden werden, ber-
gen sie auch Risiken. Insbesondere Nahrungserganzungsmittel und Phytotherapeutika kon-
nen mit anderen Arzneimitteln wechselwirken und so deren Wirksamkeit negativ beeinflussen.
Aulerdem besteht das Risiko, dass Patienten der Wirksamkeit der komplementaren Methoden
zu viel Vertrauen schenken und dadurch die konventionelle Therapie vernachlassigen'”2'".

In der S3-Leitline des Mammakarzinoms wird daher empfohlen, alle Patientinnen nach kom-
plementaren/alternativen Therapien zu befragen und bei Anwendung auf mégliche Risiken und

ggf. Interaktionen mit Standardtherapien hinzuweisen’.

1.5 FOENICULUM VULGARE (FENCHEL)

Der Fenchel (Foeniculum vulgare) ist eine weltweit verbreitete Gemuse-, Gewilrz- und Heil-
pflanze, welche wie zum Beispiel Anis, Dill und Petersilie zur Familie der Doldenblitenge-
wachse (Apiceae) gehort’!. Es handelt sich dabei um eine zwei- bis mehrjahrige, krautige
Pflanze mit hohlen Stangeln, gefiederten Blattern und einer Wuchshohe von bis zu 2,5 m'82,
Die kleinen gelben Bliten finden sich in endstandigen, flachen Blitenddldchen, welche bis zu
20 Bluten tragen. Die Frichte des Fenchels sind die 4-10 mm langen, trockenen, aromatischen

Samen'9:182,

Abbildung 3: a: schematische Zeichnung einer Fenchelpflanze mit Bliten, Samen und Knolle. %
b: handelstiblicher frischer Fenchel, welcher flr die vorliegende Arbeit verarbeitet wurde.

Foeniculum vulgare kann anhand der Wuchsform sowie des Geschmacks der Samen in meh-
rere Untergruppen unterteilt werden, wobei die Unterteilung in der Literatur nicht immer ein-
heitlich ist. Die gangigste Einteilung unterscheidet zwei Unterarten, wovon eine wiederum in
drei Varianten unterteilt werden kann. So ergeben sich die ausschlie3lich wild wachsende Un-

terart piperitum (F. vulgare ssp. piperitum), auch Pfefferfenchel genannt, sowie die kultivierte
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Unterart vulgare (F. vulgare ssp. vulgare), auch Gartenfenchel genannt'®. Beim Gartenfenchel
unterscheidet man den Bitterfenchel (var. vulgare) mit bitter schmeckenden Samen, den sui-
Ren Fenchel (var. dulce) mit stiken Samen sowie den Zwiebelfenchel (var. azoricum), dessen
Blattscheiden am Stangel verdickt sind'#®2%”. Der in Deutschland als Gemise handelsibliche
und in dieser Arbeit verwendete Fenchel entspricht dem Zwiebelfenchel (F. vulgare ssp. vul-

gare var. azoricum).

Die Fenchelpflanze stammt urspriinglich aus dem sidlichen Mittelmeerraum, wird inzwischen
aber weltweit angebaut und wéachst insbesondere in der Nahe der Kiisten auch wild'®'82, Alle
Teile der Pflanze, wie Samen, Blatter, Knollen, aber auch Bliten und Stiele konnen verzehrt
werden'?. So findet die Pflanze und das aus den Samen extrahierte Ol beispielsweise Ver-
wendung als Gemlse, in Fischgerichten, Backwaren, alkoholischen Getranken und vielen wei-
teren Nahrungsmitteln®'. Auch der meist aus den Samen bestehende Fencheltee hat eine
weite Verbreitung.

Fenchel war schon in der Antike eine beliebte und vielfach gehandelte Pflanze, weshalb sie
sich schnell vom Mittelmeerraum auf ganz Europa und Asien verteilte'®%°. Aufgrund des aro-
matischen Geschmacks war Fenchel ein gerne verzehrtes Lebensmittel und Gewirz, sowohl
in der asiatischen, als auch der europaischen Kiche. Doch die eigentliche Beliebtheit rihrt
nicht nur aufgrund des Geschmacks, sondern vielmehr den schon damals bekannten, vielsei-
tigen Wirkungen des Fenchels. So war zum Beispiel wohl mit als erstes bekannt, dass weibli-

che Weidetiere, welche Fenchel gefressen hatten, mehr Milch gaben?.

Vor allem aber als medizinische Heilpflanze war der Fenchel jahrtausendelang wichtig und
sowohl Agyptern, Rémern und Indern sowie auch in der traditionellen chinesischen Medizin
bekannt'®83, Dort war die Pflanze vor allem wegen ihrer diversen Wirkungen sehr beliebt. Sie
wurde schon friher fUr analgetische, antiinflammatorische, diuretische, krampflésende, galak-
togene Zwecke, bei Verdauungsbeschwerden sowie bei vielen weiteren Beschwerden ge-
nutzt®8398.114 Doch nicht nur historisch, sondern auch heutzutage bleibt Fenchel eine der wich-

tigsten und am haufigsten genutzten Heilpflanzen®14,

Inzwischen wurde F. vulgare in vielen Studien untersucht und es sind viele Inhaltsstoffe sowie
Wirkungen bekannt. Die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe hangt davon ab, welcher Teil der
Pflanze untersucht wird sowie vom Erntezeitpunkt, der genauen Fenchelsorte und von Um-
weltbedingungen*''6. Neben den Hauptbestandteilen Wasser (ca. 75 %) und Kohlenhydraten
(ca. 20 %), ist F. vulgare besonders reich an Vitaminen und Mineralien und enthalt mehr als
20 Fettsauren?®. Die Fenchelknolle enthalt dhnlich viel Vitamin C und ein vielfaches an Kalium

und Calcium, wie ein durchschnittlicher Apfel (pro 100g)%*'32. Besonders die sekundaren
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Pflanzenstoffe (1.6) machen den Fenchel als Heilpflanze beliebt. Sie kommen vor allem in den
atherischen Olen vor, welche auch fiir den aromatischen Duft verantwortlich sind. Dort finden
sich diverse Fettsauren, flichtige-, phenolische Komponenten wie Flavonoide und viele wei-
tere bioaktive Substanzen, denen bereits verschiedenste pharmakologische Effekte zuge-
schrieben werden konnten. In den Ubersichtsarbeiten von Kooti et al.'™ und Badgujar et al."®

werden viele pharmakologische Eigenschaften von F. vulgare beschrieben (Abbildung 4).

Wirkungen von F. vulgare

kardiovaskuldre
stresshemmend Aktivitat
antidiabetisch
gastroprotektiv
anti-
inflammatorisch < antikarzinogen
L Estrogene
antioxidativ &

Wirkungen
Bauchschmerz
hepatoprotektiv hemmend

gedachtnisférdernd

Abbildung 4: Auswahl an untersuchten und in der Literatur beschriebenen pharmakologischer Wirkungen von
Foeniculum vulgare®114,

antimikrobiell

)

anti-
thrombotisch

Fenchel besitzt antibakterielle und antifungale Eigenschaften. Gegenulber diversen Bakterien
wie Escherichia coli, Listerien, Staphylokokkus aureus sowie gegen Helicobacter pylori und
Campylobacter jejuni zeigte Fenchelextrakt eine sehr starke antibakterielle Aktivitat*s13!,
Kaur et al. beschreiben fur einige Erreger sogar eine starkere Wirkung ihres Pflanzenextraktes
als das jeweilige Standardantibiotikum''. Auch das Wachstum von Pilzen wie Candida albi-
cans, Dermatophyten und Aspergillusarten konnte mittels Fenchelextrakt gehemmt wer-
den163,181_

F. vulgare kann aufgrund seines hohen Gehalts an Polyphenolen und Flavonoiden freie Radi-
kale inaktivieren und hat dadurch ausgezeichnete antioxidative Eigenschaften'4. Diese Fa-
higkeiten werden mit einer Hinderung der Krebsentstehung, der Alterung und weiteren positi-
ven Effekten assoziiert'2.

Zudem weist Fenchelextrakt antiinflammatorische Aktivitat auf. Im Mausmodel konnte gezeigt
werden, dass Fenchel sowohl auf akute als auch subakute Entziindungen inhibitorische Ef-
fekte hat*'''4. Choi et al. erklaren dies anhand des Einflusses von Fenchel auf Cyc-
looxygenase- und Lipoxygenase Signalwege*'.

Schon seit Jahrhunderten ist bekannt, dass Fenchel bei Kindern mit Bauchschmerzen helfen

soll. Alexandrovich et al. konnten diese Annahme in einer randomisierten kontrollierten Studie
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signifikant belegen®. Auch laxative und verdauungsférdernde Wirkungen sowie protektive Ef-
fekt auf Magenulcera konnte gezeigt werden?®'32,

Die Estrogenwirkung von Fenchel beruht auf Phytoestrogenen, vor allem auf dem in den athe-
rischen Olen enthaltenen Anethol sowie diesem ahnliche Verbindungen®. So wird berichtet,
dass Fenchel laktationssteigernd, menstruationsférdernd, geburtserleichternd und libidostei-
gernd sei sowie gegen klimakterische Beschwerden helfe. Die estrogene Aktivitat konnte in
zahlreichen Studien belegt werden. Beispielsweise zeigten Namavar et al.'®? die positive Wir-
kung auf Dysmenorrhée und Mallni et al.'*3, sowie Pourjafari et al."™* die fordernde Wirkung

auf das Wachstum weiblicher Genitalorgane.

Neben den oben genannten Wirkungen werden auch diverse antikarzinogene Eigenschaften
von Fenchel beschrieben. Verantwortlich fur diese Eigenschaften ist wohl vor allem der inhibi-
torische Effekt auf den Transkriptionsfaktor NfkB, welcher vor allem durch die im Fenchel ent-
haltenen Anethole bewirkt wird842,

Bogucka-Kocka et al.?” zeigten einen zytotoxischen Effekt auf Leukamiezellen. Singh und
Kale?® konnten eine signifikante Inzidenzreduktion von Haut- und Magentumoren an M&usen
belegen. In einer in-vitro Studie konnte die zytotoxische Wirkung von Fenchelextrakt auf Le-
berkrebszellen gezeigt werden. Auch flr Brustkrebs gibt es Studien, die das tumorhemmende
Potential von F. vulgare darstellen'2146.148_|n der Studie von Batool et al. zeigt Fenchelextrakt
eine dosisabhangige Proliferationshemmung auf die estrogenrezeptorpositive Mammakarzi-

nomzellreihe MCF-7%.

Im Gegensatz zu diesen gesundheitsférdernden Wirkungen von Fenchel stehen Warnungen
der Europaischen Arzneitmittel-Agentur (EMA), und des Bundesinstitut fur gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV) vor tbermaRigem Verzehr von Fenchel auf-

grund des darin enthaltenen Estragols®%2 (1.6.1.1).

1.6 SEKUNDARE PFLANZENSTOFFE

Da den sekundaren Pflanzenstoffen eine Vielzahl an Wirkungen zugesprochen werden und
diese auch flr die Fenchelwirkung wichtig sind, werden diese hier zusammenfassend darge-

stellt und auf einige im Fenchel enthaltenen Stoffe naher eingegangen.

Unter sekundaren Pflanzenstoffen versteht man Metabolite, welche nicht am Grundstoffwech-
sel beteiligt sind und damit nicht fur die Aufrechterhaltung des Lebens und der Fortpflanzung
der Pflanze bendétigt werden. Vielmehr verschaffen ihr diese sehr diversen, bioaktiven Sub-
stanzen einen Umweltvorteil. So handelt es sich zum Beispiel um Farb- und Aromastoffe, die

Insekten anlocken, sowie um bittere und toxische Verbindungen, die Fressfeinde fernhalten,
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oder um Metabolite, die die Pflanze vor Umwelteinflissen wie UbermaRiger UV-Strahlung
schiitzen%. Ihnen gegentliber stehen die primaren Pflanzeninhaltsstoffe, d.h. Kohlenhyd-
rate, Proteine und Fette. Der sekundare Pflanzenstoffwechsel ist allerdings kein komplett vom
Primarstoffwechsel unabhangiger Prozess, sondern eng mit diesem verflochten. Haufig wer-
den Zwischenprodukte fir die Bildung der sekundaren Pflanzenstoffe weiterverwendet.®?
Anhand ihrer chemischen Struktur und funktionellen Eigenschaften werden sie in Gruppen wie
z.B. Polyphenole, Carotinoide, Phytoestrogene, Phytosterine oder Lektine eingeteilt, wobei
nicht alle Stoffe einer Gruppe zugeordnet werden kénnen*°.

Durch gemischt Kost werden taglich schatzungsweise ca. 1,5 g der Metabolite aufgenommen,
wobei durch eine vegetarische Ernahrung haufig wesentlich hhere Werte erreicht werden'?4.
Die sekundaren Pflanzenstoffe variieren zwischen den verschiedenen Pflanzenarten sehr
stark und sind daher haufig auch fur die unterschiedlichen Wirkungen von Pflanzen verant-
wortlich. Dazu liegen inzwischen diverse Publikationen vor, welche die Wirkungen der Sekun-
darmetabolite auf Zellen und den menschlichen Organismus untersucht haben. Dabei konnten
unterschiedlichste gesundheitsforderliche Effekte nachgewiesen werden. So reichen die Wir-
kungen beispielsweise von antioxidativen und entziindungshemmenden Effekten, Gber blut-
drucksenkenden, bis zu immunmodulatorischen und antikarzinogenen Effekten*®. Trotz vieler
Publikationen bleibt noch Raum flir Forschung, da bisher nur etwa 5 % der Pflanzen der Erde

auf sekundare Pflanzenstoffe untersucht wurden'?*.

1.6.1 PHYTOESTROGENE

Unter dem Begriff der Phytoestrogene werden sekundare Pflanzenstoffe zusammengefasst,
die durch Strukturahnlichkeiten zum koérpereigenen Estrogen gekennzeichnet sind. Aufgrund
dieser Ahnlichkeit kdnnen sie auch an Estrogenrezeptoren binden und haben daher estrogene
Wirkungen''. Da Phytoestrogene aber mit geringerer Affinitat an den Rezeptor binden, sind
fur die Wirkung wesentlich hdhere Konzentrationen als vom endogenen Estrogen notwen-
dig''®. Um an die Rezeptoren binden zu kénnen, missen sie allerdings im Magen-Darm-Trakt
metabolisiert werden''®173, Die Konzentration an aktiven Phytoestrogenen im Blut hangt somit
auch von der individuellen Darmflora ab. Zu den Phytoestrogenen gehoéren die Isoflavonoide
(1.6.2), die Lignane und die Coumestane. Neben Obst, Gemise und Samen kommen Isof-
lavonoide vor allem in Sojaprodukten vor, Lignane in vielen Getreidesorten und Coumestane
auch in Sojasprossen™’. Aufgrund ihrer hormonellen Wirkung haben Phytoestrogene grof3en
Einfluss auf den Kdrper. So werden sie beispielsweise bei klimakterischen Beschwerden, ge-
gen postmenopausale Osteoporose sowie zur Pravention kardiovaskularer Erkrankungen ein-
gesetzt'®222, Auch die Wirkung auf Brustkrebspatientinnen wird haufig proklamiert, bleibt al-

lerdings umstritten 43,151,222,
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1.6.1.1 ESTRAGOL

Estragol ist ein flichtiges Phenylpropanoid, das als Bestandteil dtherischer Ole in einer Viel-
zahl von Pflanzen vorkommt. Beispielsweise in Estragon, Basilikum, Anis, Fenchel und Mus-
katnuss, wobei im europaischen Gebrauch Anis und Fenchel hinsichtlich des Estragolkonsums
am relevantesten sind®2. Neben den natlrlichen Vorkommen in Pflanzen findet Estragol Ver-
wendung als Duftstoff und Aroma in Parfims, Likoren und Lebensmitteln’®. Da Studien gezeigt
haben, dass isoliertes Estragol eine kanzerogene Wirkung auf Ratten und Mause sowie in-
vitro Zellkulturen hat, wird der Konsum von Estragol sehr kritisch gesehen®%6, Die Europai-
sche Arzneitmittel-Agentur (EMA) und das Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucher-
schutz und Veterindrmedizin (BgVV) warnen vor Ubermafligem Verzehr von Estragol, sowie
Pflanzen, die dieses enthalten. Die EMA kam aufgrund toxikologischer Daten zu dem Ent-
schluss, dass Estragol ein nattrlich vorkommendes Karzinogen ist®2. Estragol selbst ist zwar
nicht karzinogen, es wird aber in der Leber metabolisiert, wobei unter anderem reaktive Meta-
bolite gebildet werden'®®. Paini et. al.'® beschrieben fiir diesen in-vivo Prozess mehrere Me-
tabolisierungswege flur Estragol. Darunter auch die Mdglichkeit zur Hydroxylierung und an-
schlieRender Sulfonierung zu 1‘-Sulfoxyestragol. Dieser reaktive Metabolit kann an DNA, RNA
und teilweise auch an Proteine binden und so genotoxische und kanzerogene Produkte zur
Folge haben®%'%5, Daher empfiehlt die EMA nach wie vor den taglichen Estragolkonsum von
Erwachsenen auf 0,05 mg pro Tag einzuschranken. Fir Kinder wird empfohlen, den Wert von
0,001 mg / kg Korpergewicht nicht zu Gberschreiten®?. Bei einem taglichen Konsum von
0,05 mg isoliertem Estragol liegt das Lebenszeitrisiko dadurch an Krebs zu erkranken, fir eine
50 kg schwere Person bei 1 : 100 0004362,

Gori et al. kommen zu dem Schluss, dass oben beschriebener karzinogener Effekt stark do-
sisabhangig sei und insbesondere bei geringer Estragolexposition kaum Bedeutung habe. Bei
Paini et al.'®® traten erst bei Expositionen von mehr als 30 mg Estragol pro kg Kérpergewicht,
was einem Vielfachen des normalen Konsums entspricht, deutliche DNA Veranderungen auf.
Gori et al.”® beschrieben, dass Estragol als isolierte Substanz zwar karzinogen sein kann, als
komplexes phytochemisches Gemisch, aber wohl eine wesentlich reduzierte, oder sogar auf-
gehoben karzinogene Wirkung hat. Sie fihren als Beispiel dafiir an, dass Stoffe, die in anderen
Studien die Bildung von 1‘-Sulfoxyestragol hemmten, auch in Fenchelextrakten vorhanden

sind.

1.6.2 FLAVONOIDE

Die Flavonoide sind innerhalb der sekundaren Pflanzenstoffe der Gruppe der Polyphenole zu-
zuordnen. Flavonoide kennzeichnen sich durch zwei aromatische Ringe, die Uber eine C3-
Briicke verbunden sind (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Grundstruktur der Flavonoide (Flavan), nach Liu'?6.

Anhand der Unterschiede der C3-Briicke werden die Flavonoide in mehrere Untergruppen un-
terteilt, welchen die einzelnen Stoffe zugeordnet werden kénnen (Abbildung 6). Flavonoide
kommen in allen héheren Pflanzen vor, fehlen allerdings bei Bakterien, Algen, Pilzen und im
Tierreich®. Die mehr als 8000 verschiedenen Flavonoide erfiillen in Pflanzen eine Vielzahl von
Funktionen. Unter anderem sind sie die wichtigste Gruppe unter den Blitenfarbstoffen, schit-
zen die Pflanzen vor UV Licht und wirken antimikrobiell'?®. Innen werden besonders viele ge-
sundheitsférdernde Wirkungen auf den Menschen zugeschrieben. Neben Obst- und Gemiu-
sesorten wie Zwiebeln, Brokkoli und Orangen sind Flavonoide in Doldenblitlern wie Fenchel

besonders reichlich vorhanden:166,

Flavonoide
]
1 | 1 | 1 1
LFIavonoIe |Anthocyanidine LFIavanoIe Iljoflavonoide L Flavone LChaIkone
Quercetin Cyanidin Catechin Genistein Apigenin Phlorizin
Kaempferol Pelargonidin Epicatechin Daidzein Tangeretin Arbutin
Myricetin Delphinidin EGCG Formononetin Baicalein Malvidin

Abbildung 6: Ubersicht der Flavonoide mit Untergruppen und deren Derivaten, modifiziert nach Panche et al."%®.

1.6.2.1 RUTIN

Das Flavonoid Rutin oder auch Quercetin-3-O-rutinosid ist ein Derivat des Flavonols Querce-
tin. Es unterscheidet sich von diesem durch Bindung des Disaccharides Rutinose (Glukose-
Rhamnose) an der Grundstruktur des Quercetins®. Diese Grundstruktur besteht aus zwei aro-
matischen Ringen, die Uber einen heterozyklischen Kohlenstoffring in Verbindung stehen (Ab-
bildung 7).
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Abbildung 7: chemische Struktur von Rutin (Quercetin-3-O-rutinosid), blau & Quercetin-Grundstruktur,
schwarz 2 Rutinose (Disaccharid), nach Hosseinzadeh et al.®.

Rutin konnte in einer Vielzahl von Pflanzen nachgewiesen werden. Neben Fenchel kommt es
in Zwiebeln, Buchweizen, grinem Tee, Kirschen, Aprikosen und vielen weiteren Frichten
vor'®7:175 V/iele der unter 1.5 beschrieben Effekte von Fenchel kdnnen auch Rutin zugeordnet
werden. So werden viele gesundheitsférdernde Wirkmechanismen von Rutin und seinen De-
rivaten beschrieben”®17%, In-vitro und in-vivo Forschungen zeigen eine Vielzahl an Eigen-
schaften zur antioxidativen Wirkung. Es férdert Enzyme wie die Superoxiddismutase, hemmt
die Lipidperoxidation, fangt freie Radikale ab und verhindert mitochondriale Schaden8.70.175226
Kardioprotektiv wirkt Rutin, indem es die Arteriosklerose férdernde Blutlipide, sowie auch den
Blutdruck senken kann'6%175,

Rutin und sein Derivat Quercetin unterlagen bereits vielen Studien, in welchen zytotoxische
und antiproliferative Wirkungen auf eine Vielzahl verschiedener Tumorzelllinien gezeigt wer-
den konnten'”®. Chen et al.*° beschrieben, dass Rutin auf Krebszellen apoptotisch wirkt sowie
zu einem Zellzyklusarrest in der G2/M Phase flhrt, wodurch die Zellen strahlensensibler wer-
den. In der Brustkrebszelllinie MCF 7 konnte flr Quercetin durch Inhibierung von Proteasomen
und der mTOR-Kaskade eine Induktion der Apoptose und Autophagolyse nachgewiesen wer-
den'3. Auch auf die Chemotherapie von Krebserkrankungen hat Rutin einen positiven Ein-
fluss. Bei einer kombinierten Gabe von Chemotherapeutika und Rutin konnte ein starkerer
Effekt beobachtet werden als bei Einzelgabe. Der vermutete Mechanismus dabei ist, dass
Rutin das P-Glykoprotein hemmt, wodurch es zu einem geringeren Efflux des Chemothera-
peutikums aus der Zelle kommt und dieses dadurch starker wirken kann'®,

Rutin zeigt eine geringe Bioverfiuigbarkeit, da es selbst vom Darm wenig resorbiert wird, weil
es vorher von der Darmflora in eine Vielzahl an Komponenten zerlegt wird. Vor allem im Kolon
wird es zu seinem Aglykon Quercetin und dem Zuckerrest hydrolysiert, welche dann gut re-

sorbiert werden kdnnen'17:161,

18



EINLEITUNG

1.7 FOLSAURE

Folsaure (FS) ist ein wasserlosliches Vitamin aus der B-Vitamin-Gruppe und wird auch als
Vitamin B9 bezeichnet. Es ist aufgebaut aus einem Pteridinkern, para-Aminobenzoesaure und
L-Glutamat. Die in der Natur vorkommende Folate unterscheiden sich von der synthetisch her-
gestellten Folsaure in der Anzahl ihrer Glutamylreste'?’. Besonders reich an FS sind griine
Blattgemiise, Spargel, Hulsenfriichte, Vollkorngetreide, Hefe und Innereien?'®. Auch Fenchel
enthalt rund 0,03 mg/100 g des Vitamins'. Mit der Nahrung aufgenommenen Folate werden
nach Abspaltung Uberschissiger Glutamatresten als FS-Monoglutamat, Gber den protonenge-
koppelten Folattransporter, vor allem im proximalen Dinndarm resorbiert'?"2'® Die biologisch
aktive Form Tetrahydrofolat ist Coenzym fiir die Ubertragung von C1 Gruppen. Sie wird fiir die
Nukleotidsynthese fur die DNA Synthese sowie die DNA Methylierung bendtigt. Folsdureman-
gel wird daher vor allem bei Wachstum und Zellteilung deutlich. Sie steht in Verbindung mit
Gesundheitsschaden wie megaloblastischer Anamie und Neuralrohrdefekten'?’. Schwangere
muissen daher auf eine ausreichende Zufuhr von FS achten, da dies das Risiko der Neugebo-

renen, mit Spina bifida geboren zu werden, senkt®.

Im Einsatz gegen Tumore spielt der FS-Stoffwechsel schon lange eine wichtige Rolle. In neo-
plastischen Zellen, in denen DNA-Replikation und Zellteilung beschleunigt ablaufen, flhrt die
Unterbrechung des FS-Stoffwechsels zu einer ineffektiven DNA-Synthese, was zu einer Hem-
mung des Tumorwachstums fuhrt. Je weniger aktive FS vorhanden ist, desto weniger kann
der Tumor wachsen. Dieses Prinzip findet Anwendung in Zytostatika wie Methotrexat.
Unsicher ist noch, ob eine Supplementierung von FS in Nahrungsmitteln die Krebsinzidenz
steigert, keine Auswirkung darauf hat, oder gar senkt. Obwohl epidemiologische Studien teil-
weise gezeigt haben, dass die Krebsinzidenz nach Supplementierung gestiegen war, gibt es
Studien, die vertreten, dass FS Supplementierung das Krebsrisiko verringert, ein Mangel aber
das Risiko erhoht®”112.218,

Die Schwierigkeit ist, dass Folsaure je nach Stadium der Zellveranderung, unterschiedliche
Effekte auf die Krebsentstehung und -progression hat. Auf die Progression (pra-)neoplasti-
scher Lasionen hat FS-Supplementierung einen férdernden, FS- Mangel einen hemmenden
Effekt. Dies kommt dadurch zustande, dass die gesteigerte DNA Synthese der neoplastischen
Zellen bei FS Supplementierung bedient werden kann, bei FS-Mangel aber nicht. Im Gegen-
satz dazu sind normale (nicht neoplastische Gewebe) durch FS-Mangel fir neoplastische
Transformationen pradisponiert, wobei geringe Mengen an FS-Supplementierung diese unter-
dricken. Grund daflr ist, dass es durch FS-Mangel vermehrt zu DNA-Strangbriichen kommen
kann und die DNA Reparaturmechanismen vermindert aktiv sind''%218,

Aufgrund dieses Gegensatzes, aber des Vorhandenseins von FS in Fenchel ist es Ziel dieser

Arbeit, die Wirkung von Folsaure auf die benignen Mammazellen zu beschreiben.
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1.8 ESTRADIOL

Estradiol (auch Ostradiol) ist ein aromatisiertes C18 — Steroid und stellt eines der wichtigsten
korpereigenen Estrogene dar. Die Produktion von Estradiol findet vor allem im Ovar statt, wah-
rend der Schwangerschaft aber auch in der Plazenta. Darliber hinaus wird es auch in geringen
Mengen im Hoden und der Nebennierenrinde gebildet. AuRerdem kann Estradiol auch in Ge-
weben mit Aromataseaktivitat, wie z.B. dem Fettgewebe produziert werden. Die Synthese er-
folgt iber Androgene, welche mithilfe einer Aromatase zu Estradiol umgewandelt werden kén-
nen (Abbildung 8). An den Genitalorganen flhrt es zu einem vermehrten Wachstum von Va-
gina, Uterus und Brustdriisen. Extragenital stimuliert Ostradiol das Knochenwachstum und die
Mineraleinlagerung in den Knochen, weshalb es auch in der Osteoporoseprophylaxe Anwen-
dung findet. Die Wirkung erfolgt Uber das Binden an Estrogenrezeptoren. Dabei ist die Affinitat
zu Rezeptoren des Typs a wesentlich hoher als zu Rezeptoren des Typ B87136,

Dauerhaft erhdhte Serumestrogenspiegel gehen mit eine erhéhten Risiko an Brustkrebs zu
erkranken einher®”8%. Daher wurde das Hormon in dieser Untersuchung als potentiell prolife-

rationssteigernde Kontrollsubstanz verwendet.

CH; O CH;OH
CHa 176-HSD CHs
—
(0] (0]
Andostendion Testosteron
iAromatase iAromatase
CH3 [0) CH3 OH
17B-HSD
_).
HO HO
Estron Estradiol

Abbildung 8: Estradiolsynthese aus den Androgenen Androstendion und Testosteron mittels Aromatase und 17-
Beta-Hydroxysteroiddehydrogenase, modifiziert nach Loffler et al.’?7.
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1.9 ENDOXIFEN

Endoxifen ist ein aktiver Metabolit des selektiven Estrogen-Rezeptor-Modulators (SERMs)
Tamoxifen. Endoxifen bindet mit héherer Affinitat an die Estrogenrezeptoren (ER) und ist da-
her bis zu 100-mal potenter als Tamoxifen selbst’®. Bei Tamoxifengabe wird es mithilfe von
CYP2D6 Enzymen in der Leber aus Tamoxifen gebildet. Dies kann bei CYP2D6 Langsam-
Metabolisierern, oder durch CYP2D6-hemmende Pharmaka dazu flhren, dass zu wenig En-
doxifen gebildet wird und die Wirkung dadurch abgeschwécht ist®. Mehrere Studien zeigen
die Uberlegenheit von direkt verabreichtem Endoxifen, gegeniiber Tamoxifen auf®751%,
Endoxifen wirkt auf ER+ Mammazellen, indem es an die ER bindet, dort antagonistisch wirkt
und so das Wachstum hemmt. Im Knochengewebe und Endometrium zeigt es allerdings
schwach agonistische Wirkung. Der genaue Hintergrund dieser gewebespezifischen Wirkung
ist nach wie vor nicht endgultig geklart. Eine Theorie geht davon aus, dass SERMs unter-
schiedliche Konformationsénderungen der Transaktivierungsbereiche (AF2) des ER verursa-
chen. Diese Konformationen besitzen unterschiedliche Affinitaten flir Co-Regulatoren. Da die
Co-Regulatoren gewebespezifisch exprimiert werden, ist die Wirkung auf den ER ja nach Ge-
webe verschieden. Eine neue Theorie vermutet die Wirkung der SERMs Uber den Rezeptor
GPER1, an welchem Endoxifen rein agonistisch wirkt*®', Mehrere Studien zeigen, dass
Tamoxifen/Endoxifen einen grofien Teil der Wirkung Uber eine Vielzahl verschiedener Mecha-
nismen erreicht und so auch auf ER negative Zellen wirken kann®:108.180,

Bei pramenopausalen Brustkrebspatientinnen ist Tamoxifen nach wie vor das Mittel der Wahl
fur eine adjuvante Therapie von hormonrezeptorpositiven Tumoren. In der S3-Leitlinie wird die
Gabe von 20 mg Tamoxifen pro Tag tber 5-10 Jahre empfohlen’. Diese adjuvante, endokrine
Therapie reduziert die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs um ca. 40 % sowie die Wahrschein-
lichkeit des Versterbens um ca. 30 %'. Bei postmenopausalen, ER+ Patientinnen kann
Tamoxifen zusatzlich zu den empfohlenen Aromatasehemmern gegeben werden'’. Als Off-
Label-Use zeigte die Gabe von Tamoxifen (10 mg/d) Gber 3-6 Monate auch bei Mastodynie
eine Besserung der Smyptome?°2,

Aufgrund der zytotoxischen Wirkung auf ER+ Mammagzelllinien, aber auch der mehrfach be-
richteten toxischen Wirkung auf rezeptornegative Zellen, wurde Endoxifen hier als Kontroll-

substanz verwendet®%58,
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Il. ZIELSTELLUNG

Brusterkrankungen sind ein haufiges Krankheitsbild in der Gynakologie. Neben der haufigsten
weiblichen Krebsursache, dem Mammakarzinom, liegen aber noch haufiger benigne Erkran-
kungen der Brust vor'%202,

Auffallig ist dabei, dass die Inzidenzraten von Brusterkrankungen zwischen asiatischen Lan-
dern und westlichen Regionen wie Europa und den USA grofRe Unterschiede zeigen'#’. Dabei
werden immer wieder die unterschiedlichen Erndhrungsformen diskutiert. Um dieses Phano-
men genauer zu verstehen, gibt es bereits viele Untersuchungen zur Wirksamkeit von Pflan-
zenextrakten und isolierten Pflanzenstoffen auf maligne entartete Zelllinien.

Die Wirkung von Phytopharmaka wie Leinsamen und Moénchspfeffer auf zyklusabhangige
Mastodynie konnte bereits belegt werden?®. Fir die Effekte von Pflanzenstoffen auf benigne,
mastopathische Brustveranderungen gibt es jedoch kaum Studien. Aufgrund der Haufigkeit
und dem teilweise erhohten Risiko fur Brustkrebserkrankungen, ist es Ziel dieser Arbeit, Wir-
kungen eines Pflanzenextraktes aus Fenchel auf Zellen der fibrozystischen Mastopathie zu
untersuchen.

Da Fenchel (Foeniculum vulgare) schon lange eine bedeutsame Heilpflanze ist und vielseitige
gesundheitsfoérdernde Wirkungen gezeigt wurden, welche auch auf Phytoestrogenen beruhen,
liegt die Vermutung nahe, dass die Pflanze auch Wirkung auf Mammazellen zeigen
konnte'®'82, Studien liegen diesbeziiglich bisher allerdings nur an malignen Zellreihen vor, an
denen bereits eine inhibitorische Wirkung gezeigt werden konnte?’. Neben den vielen positiven
Effekten von Fenchel wird andererseits auch vor dem Konsum von Fenchel und seinen In-
haltsstoffen gewarnt, da Studien gezeigt haben, dass isolierte Pflanzenstoffe, die auch in Fen-

chel enthalten sind, kanzerogen wirken kdnnen3562,

Vor dem Hintergrund dieser gegensatzlichen Wirkungen sowie der schlechten Studienlage an
benignen Zelllinien ist das Ziel dieser Arbeit ein Fenchelextrakt zu gewinnen und die in-vitro
Wirkung mithilfe verschiedener Zelltests zu untersuchen. Dabei wird der gewonnene Extrakt
zuerst mittels HPLC qualitativ auf Inhaltsstoffe gepruft. Die Wirkungen sollen hinsichtlich Zell-
viabilitét, Zytotoxizitdt sowie Zellproliferation betrachtet werden. Dafur werden der BrdU-
Proliferationstest von Roche, der CellTiter-Glo® sowie der CytoTox-Glo™ Test von Promega
und der Neutralrot-Test von Sigma-Aldrich eingesetzt. Die Untersuchungen erfolgen an kom-
merziell erworbenen, benigne mastopathisch veranderten Mammazellen mit unterschiedli-
chem Hormonrezeptorstatus (MCF10a und MCF12a). Dadurch soll ein mdglicher rezeptorab-
hangiger Unterschied exploriert werden. Neben dem Fenchelextrakt wird untersucht, welche
Effekte die im Extrakt enthaltenen Stoffe Rutin, Estragol und Folsaure sowie Estradiol und

Endoxifen auf die verschiedenen Zellen zeigen.
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M. MATERIAL UND METHODEN

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Materialien beschrieben, sowie die durchge-

fuhrten Methoden kurz dargestellt.

31 MATERIAL

Die detaillierte Auflistung der einzelnen Materialien, Gerate, Zelllinien, Test- und Kontrollsub-

stanzen sowie Reagenzien befinden sich in tabellarischer Form im Anhang (XI).

3.1.1 ZELLLINIEN

Die Wirkung des Fenchelextraktes sollte an zwei verschiedenen, benigne veranderten
Mammazelllinien untersucht werden. Dafiir wurden die kommerziell erworbenen Zelllinien

MCF10a und MCF12a verwendet, welche im Folgenden kurz beschrieben werden.

3.1.1.1MCF 10A

Bei der MCF10a Zelllinie handelt es sich um spontan immortalisierte, nicht tumorbildende Zel-
len der weiblichen Brust. Sie entstammen einer 36-jahrigen, ,kaukasischen®, prdamenopausa-
len Frau, die an fibrozystischer Mastopathie litt, aber keine familiare Vorbelastung hatte.
Proliferative Veranderungen bzw. Atypien wurden histologisch nicht nachgewiesen. Von der
aus dem mastopathischen Gewebe gewonnenen, urspringlich sterblichen Zelllinie (MCF 10)
wurden durch kalziumarme Medien die zwei immortalisierten Linien MCF 10F (floating) und
MCF10a (adharent) kultiviert'4201.209,

MCF10a wird in der Literatur als Estrogen-, Progesteron- sowie Androgen- rezeptornegativ

beschrieben. Allerdings exprimieren die Zellen an ihrer Oberflache den HER-2/neu-, den

GPER- sowie den EGF Rezeptor und es lasst sich Zytokeratin CK5/6 nachweisen'37:191.206,

Abbildung 9: MCF10a Zellen, Lichtmikroskopische Darstellung, 10x Vergrofierung, Pfeile zeigen beispielhaft Zel-
len.
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3.1.1.2MCF 12A

Bei dieser Zelllinie handelt es sich ebenfalls um spontan immortalisierte, nicht tumorbildende

Zellen der Mamma. Die MCF12a Zellen stammen von einer 60-jahrigen, ,kaukasischen® nulli-
pardsen Frau. Die urspringlichen Zellen wurden aufgrund fibrozystischer Veranderungen, bei
einer Reduktionsmammaplastik entnommen und durch ahnlichen Prozess wie bei MCF10a
immortalisiert’®'%4, Im Unterschied zu MCF10a, wurden bei MCF12a proliferative Veranderun-
gen (intraduktale Hyperplasie) nachgewiesen. AulRerdem wird MCF12a im Vergleich zu
MCF10a teilweise als estrogenrezeptorpositiv beschrieben. Zusatzlich exprimieren sie an ihrer
Oberflache auch HER-2/neu-, GPER-, EGF Rezeptoren, sowie Zytokeratin CK5/6 und den

Proliferationsmarker Ki-67137-206,

Abbildung 10: MCF12a Zellen, lichtmikroskopische Darstellung, 10x VergroRerung, Pfeile zeigen beispielhaft Zel-
len.

3.2 METHODEN

Die theoretischen Ansatze der in dieser Arbeit verwendeten Methoden zur Untersuchung der
Zellen, der Extrakte sowie der Wirkung auf die Zellen, werden fur ein grundlegendes Verstand-

nis im Folgenden beschrieben.

3.2.1 ZELLKULTIVIERUNG

Die hier verwendeten Mammazelllinien MCF10a und MCF12a wurden kommerziell bezogen
und in Zellflaschen mit Filter-Schraubverschluss, in standardisierten Nahrmedien unter physi-
ologischen Bedingungen (37 °C, wasserdampfgesattigte Atmosphare mit 5 % CO.) kultiviert
und aufbereitet. Beiden Ziellinien diente eine 1:1 Mischung aus HAM’s F12 und DMEM als
Nahrmedium. Zugesetzt wurden Horse-Serum (5 %), 2 % Suppl. Mammaepithelium sowie zur
Verhinderung einer Bakterien- oder Pilzbesiedelung 0,2 % Penicillin/Streptomycin und 0,5 %

Amphotericin.
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KULTIVIERUNG:

Alle Arbeiten mit offenem Zellmaterial fanden unter sterilen Kautelen an mikrobiologischen
Sicherheitswerkbanken statt. Zuerst wurden die bei -185 °C gelagerten Zellen schonend auf-
getaut, was durch Lagerung auf Eis und anschlieRend unter Raumtemperatur geschah. Durch
Uberfiihren in ein 15 ml Réhrchen und Zugabe von DMEM/Hams F12 und anschlieRendem
Zentrifugieren (1200 U/min, 6 min, RT), wurde das Zellpellet vom Einfriermedium Dimethylsul-
foxid (DMSO) entfernt. Erst dann konnten die Zellen mit Medium resuspensiert und in eine
kleine Zellkulturflasche (25 cm?) Gberfihrt werden.

Alle 2-3 Tage erfolgte eine mikroskopische Vitalitatskontrolle und der Austausch des ver-
brauchten Mediums. Bei einer Konfluenz der Flasche von 70 % - 90 %, wurden die Zellen in
eine groRere, beziehungsweise mehrere Flaschen umgesetzt. Dazu musste das verbrauchte
Medium dekantiert und die vitalen adharenten Zellen mit PBS gespult werden. PBS sorgt da-
fur, dass Reste des Serums abgewaschen werden und die Wirkung des darauf folgenden
Trypsin nicht beeintrachtigt wird. Die Protease Trypsin daut die Zell-Matrix Verbindungen an,
wodurch die Zellen die Bindung zur Kulturflasche verlieren. Die Zellen wurden mit einer Tryps-
inverdinnung (1:10 mit PBS) bedeckt und 5 Minuten unter physiologischen Bedingungen in-
kubiert, wodurch die Zellen vom Boden der Flasche gel6st werden konnten. Die Trypsinierung
wurde mit der 1,5-fachen Menge Medium gestoppt, da die Zellen sonst beschadigt werden
kénnten. Durch anschlieRender Zentrifugation bei 1200 U/min flir 6 Minuten gelang es, die

Zellen zu isolieren und in die neue Flasche zu Uberfiihren””.

ERMITTLUNG DER ZELLZAHL:

Um fur jede Versuchsreihe optimale Konfluenz und vergleichbare Untersuchungsbedingungen
zu schaffen, wurde vor jeder Versuchsreihe die Lebendzellzahl mikroskopisch ermittelt. Dazu
wurde zunachst eine 1:20 Verdinnung der Zellsuspension hergestellt (20 ul Zellsuspension,
20 pl Trypanblau, 360 pl Medium). Trypanblau kann nur die Membranen toter Zellen durch-
dringen und diese damit blau farben. Vitale Zellen bleiben daher ungefarbt. Dadurch konnten
tote von vitalen Zellen unterschieden werden?*. Die Auszahlung erfolgte lichtmikroskopisch

mittels einer Burker-Zahlkammer (Abbildung 11).
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Abbildung 11: a: Schematische Darstellung einer Zahlkammer, modifiziert nach Neuendorf'33.
b: Schematische Darstellung eines Zahlnetzes nach Blrker32,

Die Zellzahl pro Milliliter der Suspension lie sich wie folgt berechnen'®?:

Zellen/ml = Z x VF x 10*

Z = Mittelwert der Zellzahl pro GroRquadrat (1 mm x 1 mm)
VF = Verdunnungsfaktor (hier 20 s.0.)

10* 2 Umrechnungsfaktor (ein GroRquadrat der Zahlkammer enthalt 0,1 mm?)

Die Zellsuspension musste fur jede Versuchsreihe je nach Zelllinie und Test individuell ver-
dunnt werden, um gleich gute Versuchsbedingungen zu erreichen. Viele Werte wurden im La-
bor schon erprobt und konnten Gbernommen werden. Tabelle 2 zeigt die Zellzahl, die fur die

einzelnen Tests ausgesat wurde.

Tabelle 2: Konzentrationen der verwendeten Zellen pro Versuchsreihe

Zelllinie Test Zellen / ml

MCF10a BrdU-Test 100.000
CellTiter-Glo®-Lumineszenztest 100.000
CytoTox-Glo™Test 100.000
Neutralrot-Test 400.000
Immunhistochemie 300.000

MCF12a BrdU-Test 200.000
CellTiter-Glo®-Lumineszenztest 300.000
CytoTox-Glo™Test 150.000
Neutralrot-Test 400.000
Immunhistochemie 300.000
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3.2.2 IMMUNHISTOCHEMIE

Um die beiden Zelllinien beziiglich der Expression von Estrogen- (ER-a und -3) und Proges-
teronrezeptoren (PR) zu untersuchen, diente ein immunhistochemisches Verfahren. Dieses
basiert auf dem klassischen Sandwich-ELISA-Prinzip, welches im Vergleich zum urspringli-
chen, direkten ELISA Prinzip ein starkeres Signal liefert?'*.

Zunachst bindet ein Primarantikérper spezifisch an das jeweilige Antigen, welches hier ein Teil
des Rezeptors ist. Hierfur wurden monoklonale IgG-Antikorper des Kaninchens (PR und ERa)
und der Maus (ERB) genutzt. Daraufhin wird ein weiterer Antikdrper (AK) hinzugegeben, der
mit einem Enzym, hier einer Peroxidase gekoppelt ist. Dieser bindet an den Primarantikorper-
Komplex. Um zu verhindern, dass die AK unspezifische Bindungen eingehen, wird vor Zugabe
des ersten AK ein Blockierungsschritt durchgefiihrt, welcher freie Bindungsstellen blockiert?',
Zuletzt wird das Substrat LinRed dazu gegeben, welches mit der Peroxidase reagiert, wodurch
es zu einer roten Farbbildung kommt. Da alle nicht gebundenen AK abgespllt werden, zeigt
die Farbbildung, dass der jeweilige Rezeptor vorhanden ist. Die Farbung kann letztlich licht-
mikroskopisch beurteilt werden?'®. Zur Durchfiihrung des Verfahrens wurde das Impress Rea-
gent Kit (Vector) verwendet.

Tabelle 3: Protokoll Immunhistochemie
1. 300 ul/Well Zellsuspension in 24-Wellplatte zur Zellkultivierung ansetzen. An-

schlieBend 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: in wasser-
dampfgesattigter Atmosphare.

Medium abpipettieren und 3x mit PBS waschen.

Je 300 pl/Well Formafix 4 % zugeben und 30 min bei RT inkubieren.
Formafix entfernen und 3x mit PBS waschen.

Je 300 pl/Well H20; (0,3 %) zugeben und 30 min bei RT inkubieren.

2x mit PBS spllen, dabei vorsichtig schwenken.

200 pl/Well Horse-Serum und 20 min bei RT inkubieren (Blockierungsschritt).

Entfernen des Horse-Serum in allen Wells, aul3er bei Negativkontrolle.

© ® N o g bk~ w DD

Je 100 pl/Well entsprechenden Primarantikdrper zugeben (ERa-AK, Erp-AK,

PR-AK) und 24 h im Kuhlschrank (+8 °C) inkubieren.

10. Entfernen der AK und 3x mit PBS waschen.

11.  Je 4 Tropfen/Well (~0,5 ml) des sekundaren AK zugeben und 30 min bei RT
inkubieren. Anschliel®end 3x mit PBS spdlen.

12.  Zugeben von 200 pl/Well LinRed und 15 min im Dunkeln bei RT inkubieren.

13. Reaktion mit Leitungswasser abstoppen.

14. Lichtmikroskopische Beurteilung der Farbung einschliellich Dokumentation.
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3.2.3 HERSTELLUNG DER TESTSUBSTANZEN

Im Folgenden wird dargestellt, wie die Herstellung der Fenchelextrakte sowie die Referenz-

proben erfolgte.

3.2.3.1 FENCHEL

Grundlage fur die Herstellung des Fenchelextraktes war handelsiblicher, griiner Fenchel
(Foeniculum vulgare) welcher im April 2018 im Supermarkt erworben wurde. Dieser wurde
grob zerkleinert und anschlieffiend mit dem Keramikmorser zu einem breiigen Gemisch verar-
beitet. Zwei Gramm dieser feuchten Masse wurden in 20 ml 70 % Ethanol gelést und fur 20 min
bei 60 °C und 80 W in einer Mikrowelle (Discover SP) erhitzt. Dieses Verfahren sorgt fur eine
schonende Extraktion und hat im Vergleich zu herkémmlichen Verfahren viele Vorteile*’-18".
Daraufhin wurden der Extrakt 15 min bei 4030 U/min und 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand durch einen Membranfilter filtriert (PorengréRe 0,45 uym). Zuletzt erfolgte
die Einengung des Fenchelextraktes mittels Vakuum-Konzentrator (Eppendorf Concentra-
tor 5301) bei 45 °C auf 1 ml, wodurch die Stammldsung des Fenchelextraktes entstand.
Zusatzlich zu dieser Ethanollésung wurden 2 g des frischen Fenchels in 20 ml kochendem
Wasser fiir 10 Minuten ziehen gelassen, filtriert und nach obigem Verfahren ebenfalls auf 1 ml
konzentriert. Da dieser Extrakt in der HPLC allerdings kaum Inhaltsstoffe zeigte (4.2.1.2), er-
folgten mit diesem Extrakt keine in-vitro Zellteste.

Um den Extrakt in unterschiedlichen Konzentrationen auf die Zellen zu testen, wurden 6 Ver-
dinnungsstufen der Stammldsung mit 70 % Ethanol erstellt (Tabelle 4). Die Aufbewahrung
der Extrakte erfolgte bei -20 °C. Vor jeder Anwendung wurden die Extrakte aufgetaut und ge-

vortext.

3.2.3.2 REFERENZEN

Die Vergleichssubstanzen Estragol und Folsaure wurden in 99 % Ethanol gelost. Rutin konnte
in einem Gemisch mit dem Verhaltnis 1:2 Ethanol (99 %) / DMSO gelést werden. Eine Uber-
sicht Uber die jeweiligen Konzentrationen sind in Tabelle 4 zu sehen. Estradiol, Endoxifen,

Rutin und Estragol wurden bei -80 °C aufbewahrt, Folsaure bei -20 °C.
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Tabelle 4: Konzentrationen der untersuchten Substanzen mit jeweiligem Lésungsmittel

Substanz Losungsmittel Konzentration
Fenchelextrakt (100%) 70 % Ethanol 2 g/ml
Fenchelextrakt (50 %) 70 % Ethanol 1g/ml
Fenchelextrakt (20 %) 70 % Ethanol 0,5 g/ml
Fenchelextrakt (10 %) 70 % Ethanol 0,2 g/ml
Fenchelextrakt (5 %) 70 % Ethanol 0,1 g/ml
Fenchelextrakt (2,5 %) 70 % Ethanol 0,05 g/ml
Fenchelextrakt (1%) 70 % Ethanol 0,02 g/ml
Rutin DMSO/Ethanol (2:1) 0,00305 g/ml
Estragol 99 % Ethanol 0,000741 g/ml
Folsaure 99 % Ethanol 0,001 g/ml
Estradiol 70 % Ethanol 2,72 x 10" g/ml
Endoxifen 70 % Ethanol 0,0062 g/ml

3.2.4 HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY)

Bei der Hochleistungsflissigkeitschromatografie (HPLC) handelt es sich um ein analytisches
Verfahren zur Auftrennung eines Stoffgemisches anhand der physikochemischen Bindungsei-
genschaften der einzelnen Stoffe. Das Probengemisch wird dabei unter hohen Dricken, zwi-
schen zwei Phasen durch eine Saule gepresst, wobei verschiedene Stoffe die Saule unter-
schiedlich schnell passieren. Die Zeit bis zum Erreichen des Detektors (Retentionszeit) ist fur
jeden einzelnen Stoff charakteristisch und lasst daher Ruckschlisse auf die Zusammenset-
zung des Gemisches zu. Die Intensitaten der Stoffe werden als Peaks auf der Zeitachse auf-
getragen, wodurch ein Chromatogramm entsteht. Der Zeitbedarf dieser Variante einer Vertei-
lungschromatografie ist gering sowie die Trennscharfe hoch, weshalb die HPLC eines der

wichtigsten Verfahren zur Trennung von Pflanzenstoffen ist®5127,

Das Prinzip der zeitlichen Auftrennung besteht darin, dass das Analyt bei Durchlaufen der
Saule in Wechselwirkung mit einer mobilen Phase (Eluent) und einer stationaren Phase tritt,
wobei die mobile Phase zusammen mit der Probe die stationare durchlauft. Weil eine Phase
polare, die andere unpolare Eigenschaften hat, werden die Stoffe anhand ihrer Polaritat auf-
getrennt. Da es sich in dieser Arbeit um eine Umkehrphasenchromatographie handelt, dienten
als Eluenten die polaren Flissigkeiten Aqua dest. und DMSO, wohingegen als feste, stationare

Phase eine hydrophobe Kohlenstoffsaule (C18) zum Einsatz kam.
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Wahrend unpolare Verbindungen in der Probe starkere Wechselwirkungen mit den hydropho-
ben Oberflachengruppen der stationaren Phase haben, zeigen polare Verbindungen eine ho-
here Affinitat zum Eluenten. Daher interagieren unpolare Stoffe starker mit der stationaren
Phase und bewegen sich in Folge dessen langsamer durch die Saule als polare Stoffe, welche
eine starkere Interaktionen mit der beweglichen Phase eingehen und mit dieser schneller
durch die Saule gesplult werden. Sehr polare Verbindungen kommen somit zuerst am Detektor
an und haben damit die kleinste Retentionszeit. Abbildung 12 zeigt dieses Prinzip schematisch
in zeitlich aufeinanderfolgenden Zustanden (a-d), mit dem dazu passenden Chromatogramm,

wobei-tr(x) die Retentionszeit des stark polaren Stoffes darstellt.

(a) (b) (c) (d)
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Trennprinzips in einer HPLC Saule mit passendem Chromatogramm.

A: Die Saulen (a)-(d) Stellen zeitlich aufeinanderfolgende Zustéande der Saule dar. Sind die Stoffe
anfangs (a) noch unsortiert ganz oben in der Saule bewegen sie sich weiter nach unten (bis d) und
werden dabei immer mehr getrennt.

B: passendes Chromatogramm zu A, mit den einzelnen Stoffen. X/Y/Z stellen die Peaks der unter-
schiedlich stark polaren Stoffe dar. tr(X) 2 Retentionszeit.

modifiziert nach Lee'22,

Um zu verhindern, dass Stoffe mit ahnlichen Polaritatseigenschaften nahezu zeitgleich detek-
tiert werden, wodurch es zu einer Uberlagerung der einzelnen Peaks kommen wiirde, welche
dann schlechter zu differenzieren waren, kamen zwei unterschiedliche Ldsungsmittel als
Eluenten zum Einsatz. Beginnend mit Aqua dest. wurde nach 5 Minuten ein Elutionsgradient
aufgebaut, bis die mobile Phase zu 100 % aus DMSO bestand, welches dann wieder langsam
durch Aqua dest. ersetzt wurde. Dadurch bewegen sich im ersten Teil vor allem die hydrophi-
len Stoffe mit dem Aqua dest. zum Detektor. Dann erst sorgt DMSO als starkes organisches
Lésungsmittel dafur, dass auch stark adharente Moleklle aus der stationaren Phase eliminiert

und dem Detektor zugefihrt werden”. Auf Empfehlung des Herstellers Knauer enthielt die
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DMSO-L6sung 10 % Aqua dest., sowie die Aqua dest.-Losung 10 % Methanol, um die Saule
zu schonen.

In Abbildung 13 ist der Gesamtaufbau der HPLC dargestellt. Zuerst werden die Eluenten unter
hohem Druck durch einen Entgaser zur Pumpe gepresst. Hierbei werden Luftblasen in den
Flissigkeiten, welche die spatere Messung beeinflussen, sowie die Pumpleistung stéren kdnn-
ten, eliminiert'?2, In der Mischkammer der Pumpe werden die beiden Eluenten nach gewiinsch-
tem Verhaltnis gemischt. Uber einen Injektor werden diesem Eluenten 20 ul Probengemisch
zugefugt. Bevor die Flissigkeit der Hauptsaule zugegeben werden kann, durchlief3t sie eine
Vorsaule, in der grobe Verunreinigung herausgefiltert werden sollen, um die Hauptsaule zu
schonen. In der Hauptsaule durchlauft die Probe den oben beschriebenen Prozess zur Auf-
trennung der Verbindungen und trifft dann unter niedrigem Druck auf einen UV-Detektor, wel-
cher die Extinktion misst und an einen Computer weiterleitet. Die Messung erfolgte bei 254 nm,

da diese Wellenlange fir die hier zu erwartenden Flavonoide gut geeignet ist’328,

Entgaser

Pumpe & Mischkammer
1

Injektor

[
Vorsdule

Trennsaule
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L -
‘ e

Abbildung 13: Aufbau der HPLC mit einzelnen Bauteilen. Schema erstellt nach Gey”.
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Tabelle 5: Protokoll HPLC
Spullen des Pumpenkreislaufs

Injektionsspritze mit 20 ul des Extraktes flllen und in Injektionsschleife geben
Messung starten

Nach 3 min durch ,Inject‘-Funktion die Probe dem Messkreislauf zufiihren.

o M w0 Db =

Messung fir 40 min laufen lassen. Eluenten werden laut Messprotokoll selbst

gemischt.

o

Messung nach 40 min beenden und Ergebnis abspeichern
Abzug des Leerwertes von den Messwerten mittels Software (Clarity

Chrome)

3.2.5 IN-VITRO ZELLTESTE

Mithilfe folgender Zelltests konnte das Wachstumsverhalten der Mammazelllinien unter dem
Einfluss der Fenchelextrakte sowie den Referenzen in-vitro untersucht werden. Damit liel3en
sich Proliferation, Viabilitat, Toxizitat sowie der Metabolismus der Zellen nachweisen.

Um auszuschlieRen, dass Testergebnisse aufgrund der Interaktion der Zellen mit dem Medium
oder den verwendeten Losungsmitteln zustande kommen, wurden zusatzlich Wells mit unbe-
handelten Zellen (Medium + Zellen) und den Lésungsmitteln mitgefihrt. Zu diesen Referenz-
proben konnten die Messwerte der Stoffe ins Verhaltnis gebracht werden und so die Wirkung
der Lésungsmittel auf die Zellen eliminiert werden. Tabelle 4 zeigt, in welchem Lésungsmittel
die einzelnen Stoffe geldst sind und somit bei der Berechnung im Verhaltnis stehen. Zusatzlich
erfolgte jede Messung auch an Wells, die nur mit Medium gefullt waren. Dieser Hintergrund-
wert wurde von den Messwerten der untersuchten Substanzen abgezogen.

Zur Berechnung der Testergebnisse (in Prozent der Lésungsmittelkontrolle) wurde flir den

BrdU-, den CellTiter-Glo®-, sowie den Neutralrottest folgende Formel verwendet:

Ergebnis [%] = Messwert der Probe — Leerwert Medium 100
rgebms Lol = Messwert des entsprechenden Losungsmittels — Leerwert Medium x

3.2.5.1 BRDU-TEST

Der BrdU-Test ist ein klassischer kolorimetrischer ELISA Test zur Quantifizierung der Zell-
proliferation. Er beruht auf dem Einbau des Pyrimidinanalogons 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU)
(Abbildung 14) in die DNA anstelle von Thymidin wahrend der Replikationsphase vitaler Zellen.

Nach der Inkubation der Zell-Extrakt-Gemische und der Kontrollen mit dem zugegebenen
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BrdU werden die Zellen mittels FixDenat-Reagenz denaturiert. Dadurch wird die DNA freige-
geben und der Antikérper kann an das freiliegende BrdU binden, welches wahrend der Inku-
bationsphase je nach Proliferationsaktivitat von der Polymerase in die neu synthetisierte DNA
eingebaut wurde. Bei dem Antikérper (Anti-BrdU-POD-Antikérper) handelt es sich um einen
monoklonalen Antikdrper von Maus-Maus-Hybridzellen, welcher mit einer Peroxidase konjun-
giert ist. AnschlielRend wird das Substrat Tetramethylbenzidin zugegeben, welches mit der
Peroxidase regiert und fiir einen blauen Farbumschlag sorgt. Die Intensitat korreliert mit den
am eingebauten BrdU haftenden Immunkomplexen und somit mit der Proliferationsrate der
Zellen. Das Stoppen der Peroxidasereaktion mittels Schwefelsaure sorgt flir einen gelben Far-
bumschlag, deren Absorption mittels ELISA-Reader bei 450 nm quantifiziert werden kann.

Um unspezifische Bindungen zwischen Anti-BrdU-POD-Antikdrper und Zellen ohne BrdU-Ein-
bau aufzuzeigen, musste bei diesem Test zu den sonst Ublichen Kontrollen und Leerwerten

eine weitere Kontrolle (Backgroundkontrolle) mitgefiihrt werden'ee.

OH H OH H
-Brom-2-deso yuridin Thymidin

Abbildung 14: Prinzip des BrdU (schematisch): Unterschied von BrdU (5-Brom-2‘-desoxyuridin) zu Thymidin. Der
Unterschied liegt lediglich im rot markierten Brom bei BrdU, anstelle des CHs bei Thymidin. Gezeichnet nach Cell
Proliferation ELISA, BrdU (Roche 2018)186,

Tabelle 6: Protokoll BrdU-Test
100 pl/Well der Zellsuspension in 96-Wellplatten zur Zellkultivierung ange-

setzt. AnschlieRend 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO:
in wasserdampfgesattigter Atmosphare.
2. Zugabe der Extrakte (1 pl/Well). AnschlieRend 24 h Inkubation im Brut-

schrank bei 37 °C und 5 % CO: in wasserdampfgesattigter Atmosphare.

—

3. BrdU-Reagenz 1:100 ansetzen und davon 10 pl in jedes Well, auler den
Background Kontrollen geben.
4.  AnschlieBend 4 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO in was-

serdampfgesattigter Atmosphare.
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Entfernung des Uberstands.
200 ul FixDenat-Reagenz hinzufligen und die Platten bei RT fir 30 min inku-
bieren

7.  FixDenat entfernen. Anti-BrdU-POD-Antikérper mit Antibody-dilution-solution
im Verhaltnis 1:100 mischen und je 100 pl/Well zugeben. Anschlielend
60 min bei RT inkubieren.

8.  Anti-BrdU-POD-Antikérperlésung entfernen. Waschpuffer 1:10 mit Aqua
dest. verdiinnen und Wells je 3x spiilen und Uberstand abklopfen.

9. 100 pl/Well Substratlésung (Tetramethylbenzidin) hinzufigen. Anschlief3end
15 min Inkubation bei RT.

10. Abstoppen der Reaktion mit 25 ul/Well 1 M H2SO..

11.  Messung am ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm. Referenz
620 nm.

3.2.5.2 CELLTITER-GLO® LUMINESZENZTEST

Der CellTiter-Glo®-Lumineszenztest nutzt ATP als Marker fir metabolisch aktive Zellen zur
Quantifizierung vitaler Zellen. Durch Zugeben des CellTiter-Glo-Substrates und dem CellTiter-
Glo-Puffer werden die Zellen lysiert, wodurch ATP aus den Zellen austritt und mit der ebenfalls
im Reagenz enthaltenen Luciferase reagiert, wodurch Licht emittiert wird (Abbildung 15).
Gleichzeitig werden ebenfalls freigesetzte, endogene Enzyme wie die ATPase, welche die
Messung beeinflussen konnten, inhibiert. Die thermostabile ,Glihwirmchen-Luciferase”
(Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase) basiert auf den Genen des Leuchtkéfers ,Photuris penn-
sylvanica“ und zeigt sich in Zellkulturen sehr robust.

Die Menge des gemessenen ATP ist direkt proportional zur Anzahl viabler Zellen und kann

anhand der Lumineszenz mithilfe eines Lumineszenz-Readers quantifiziert werden**176,

- ™ i
COOH Ultra-Glo™ Recombinant

OH uciferase 0. o
S: /:“ et S: /:” +Licht
—_—
/ +ATP + O, Mg** / |
N S N S

+AMP + PPi + CO,
Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 15: CellTiter-Glo Schematisches Reaktionsprinzip. Das freie ATP aus den Zellen reagiert mit Luciferin
und der Luciferase des Substrates zu Oxyluciferin, wobei Licht emittiert wird. Modifiziert nach Technical-Bulletin
CellTiter-Glo (Promega 2015)'78,
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Tabelle 7: Protokoll Cell Titer-Glo® Lumineszenztest

1. 50 pl/Well Zellsuspension in 96-Wellplatte zur Zellkultivierung angesetzt. An-
schliefend 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. in wasser-
dampfgesattigter Atmosphére.

2. Zugabe von 0,5 pl/Well Fenchelextrakt. AnschlieRend wieder 24 h Inkubation
im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. in wasserdampfgesattigter Atmo-
sphare.

Mischen des CellTiter-Glo-Substrates mit dem CellTiter-Glo-Puffer.

4. | Zugabe von 50 ul/Well des gemischten Reagenz.

30 min Inkubation bei Raumtemperatur (die ersten 2 min auf einem Platten-
ruttler).

6. Umpipettieren der Zellkultur-Reagenz-Gemische in eine weilde, intranspa-
rente 96-Wellplatte um Lichtleitung in benachbarten Wells zu vermeiden.

7. Messung der Wells mit dem Lumineszenzreader im Programm CellTiter-Glo®.

3.2.5.3 NEUTRALROT-TEST

Der Neutralrot-Test beruht auf der Aufnahme des Farbstoffes Neutralrot (3-Amino-7-dimethyl-
amino-2-methylphenazin Hydrochlorid) in Lysosomen viabler Zellen, wodurch Riickschlisse
auf die Zellviabilitdt sowie die Zytotoxizitat gezogen werden kénnen. Das leicht kationische
Neutralrot wird von lebendigen Zellen durch aktiven Transport in die Zellen aufgenommen und
intrazellular an die Lysosomenmembran gebunden. Unter nahezu neutralen pH Bedingungen
aullerhalb der Zellen sowie im Zytoplasma ist Farbstoff ungeladen. Im sauren Milieu der Lyso-
somen wird dieser allerdings positiv geladen, kann die Membran nicht mehr passieren und
bleibt aufgrund dessen im lysosomalen Lumen gefangen (lonenfalle)'®*1%8, Da die Zelle sowonhl
fur die Aufnahme des Farbstoffs als auch zum Aufrechterhalten des pH Wertes in den Lyso-
somen Energie bendtigt, funktioniert dieses Prinzip nur bei vitalen Zellen. In geschadigten Zel-
len wird aufgrund des geringeren pH-Gradienten weniger Neutralrot gebunden, tote Zellen da-
gegen kdnnen gar keinen Farbstoff mehr speichern. Nach der Inkubation wird in einem Wasch-
schritt Uberschussiger Farbstoff entfernt und die Zellen mit einem leicht sauren Ethanolge-
misch lysiert, um den gebundenen Farbstoff freizusetzen. Die Farbintensitat, die schon mit
bloRem Auge zu sehen ist, kann mittels ELISA-Reader gemessen werden und korreliert mit

der Anzahl vitaler Zellen221%8,
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Abbildung 16: Makroskopische Auswertung Neutralrottest: die Farbreaktion von Fenchel ist Vergleichbar mit der
Farbreaktion des Endoxifen. Proben in Spalten angeordnet, Spalte 1: Endoxifen, Spalte 2: Estradiol, Spalte 3:
Fenchelextrakt.

Protokoll:

Aufgrund der starken Kristallbildung des Neutralrot-Reagenz unter Standardprotokollbedin-
gungen, wurde der Test leicht abweichend vom Standardprotokoll durchgefihrt. Das Reagenz
wurde in dreiprozentiger Konzentration mit dem mittels HCL, auf pH 7,2 eingestellten Medium
zu den Zellen gegeben und Gber 60 min inkubiert, um gute Ergebnisse bei wenig Kristallbil-
dung zu erreichen. Da das normalerweise verwendete Medium, Zusatze mit rotem Farbstoff
enthalt, kam hier DMEM ohne Zusatze zum Einsatz. Flir den Waschschritt wurde anstatt der
Neutral Rot Assay Fixative, die im Protokoll vorgeschlagene Alternative PBS genutzt, da die
Zellen so besser in den Wells verblieben.

Tabelle 8: Protokoll Neutralrottest
1. 100 ul/Well Zellsuspension in 96-Wellplatte zur Zellkultivierung angesetzt.

Anschlieend bei 37 °C und 5 % CO2in wasserdampfgesattigter Atmosphare
fur 24 h inkubiert.

2. Zugabe der Extrakte (1 pl/Well). Inkubation im Brutschrank, bei 37 °C und
5 % COzin wasserdampfgesattigter Atmosphare fir 24h.

3. Austausch des Mediums auf 100 pl/Well DMEM hell ohne Zusatze (pH 7,2)
und Zugabe von 3 ul Neutralrot-Reagenz.

4. 60 min Inkubation im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2in wasserdampfge-

sattigter Atmosphare. Alle 10 min prufen, ob Ausfallung von Kristallen vor-

handen.

Entfernen des Mediums.

Spulen der Wells mit 200 ul PBS/Well.

Auffillen der Wells mit 100 pl/Well Neutral Rot Solubilisierungslésung.

15 min Inkubation bei RT auf dem Plattenrtittler.

© ® N o 0

Messung mittels ELISA-Reader bei 570 nm Wellenlange, Referenz: 655 nm.
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3.2.5.4CYTOTOX-GLO™ TEST

Die Membranintegritat ist ein wichtiges Kriterium fir viable Zellen, welches im CytoTox-Glo™
Test Anwendung findet, um tote von vitalen Zellen zu unterscheiden. Die normalerweise bei
tierischen Zellen im Zytosol liegenden Enzyme, wie Proteasen, treten bei toxischen Zellen aus
und liegen frei im Medium vor, wodurch die Anzahl toter Zellen quantifiziert werden kann.'®®
Der CT-Glo Assay nutzt das Peptidsubstrat Alanyl-Alanyl-Phenylalanyl-Aminoluciferin (AAF-
Glo™ Substrat), welches durch die freigesetzte ,dead cell protease* zu Aminoluciferin umge-
setzt wird. Dieses reagiert mit der ebenfalls im Substrat enthaltenen Luciferase (Ultra-Glo™
Recombinante Luciferase), wobei Licht emittiert wird. Da das AAF-Glo™ Substrat die intakte
Membran lebender Zellen, nicht Gberwinden kann und daher nur mit den freigewordenen Pro-
teasen reagiert, korreliert die Lumineszenz mit der Anzahl toter Zellen'’”.

Durch Zugabe eines Lysereagenz werden die Membranen aller noch vitalen Zellen zerstort,
wodurch das neue Signal der Anzahl aller enthaltenen Zellen entspricht. Durch Subtraktion
des Lumineszenzsignals der toten Zellen vom Signal aller Zellen, kann die Zellviabilitat be-

rechnet werden'”’.

=, Protease

i Aminoluciferin  —— Licht

+AAF-Glo- _
Substrat +Luciferase

-
w s

Abbildung 17: Schematische Darstellung des CytoTox-Glo™ Test. Aus toten Zellen frei gesetzte Proteasen rea-
gieren mit dem Substrat zu Aminoluciferin, welches in einer weiteren Reaktion mit der Luciferase Licht emittiert. In
Anlehnung an Technical Bulletin CytoTox-Glo (Promega 2017)"77.

Tabelle 9: Protokoll CytoTox-Glo™-Test
1. 100 ul/Well Zellsuspension in 96-Wellplatte (5000 Zellen/Well) zur Zellkulti-

vierung ansetzen. Anschliefiend 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37 °C
und 5 % CO: in wasserdampfgesattigter Atmosphare.
2. Zugabe von je 1 pl/Well der Extrakte. AnschlieRend wieder 24 h Inkubation
im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: in wasserdampfgesattigter Atmo-
sphare.
Mischen des AAF-Glo™ Substrat mit dem Puffer.
Zugabe von 50 ul/Well des Reagenz.

15 min Inkubation bei RT (die ersten 2 min auf einem Plattenruttler).

o o M w

Umpipettieren der Zellkultur-Reagenz-Gemische in eine weil3e, intranspa-

rente 96-Wellplatte um Lichtleitung in benachbarten Wells zu vermeiden.
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7. Messung der Wells mit dem Lumineszenzreader im Programm CytoTox-
Glo™-Step1.

8.  Rickpipettieren der Gemische auf ursprlingliche, transparente Wellplatte.

9.  Zugabe von je 50 ul/Well Lysereagenz.

10. 15 min Inkubation bei RT (die ersten 2 min auf einem Plattenrdttler).

11.  Umpipettieren der Gemische in eine weil3e, intransparente Wellplatte und

Messung am Lumineszenzreader im Programm CytoTox-Glo™-Step2.

3.2.5.5 GLUKOSE- UND LAKTATBESTIMMUNG

Die Bestimmung des Glukosegehalts im Uberstand der Zellkultur ist ein MaB fiir den intrazel-
lularen Abbau der Glukose und damit auch fur die Stoffwechselaktivitat der Zellen. Fallt die
Glukosekonzentration im Uberstand ab, spricht dies fiir einen hohen Stoffwechsel der Zellen.
Da tote Zellen keine Glukose aufnehmen und keinen Stoffwechsel mehr betreiben konnen,
steigt die Glukosekonzentration, je mehr tote Zellen im Verhaltnis zu vitalen vorhanden sind.
Daher kann die extrazellulare Glukosekonzentration als Indiz fir die Zytotoxizitat und Zellvia-
bilitat gesehen werden’”.

Da bei der anaeroben Glykolyse viabler Zellen, Glukose zu Laktat abgebaut wird, ist zu erwar-
ten, dass die Laktatkonzentration im Uberstand mit dem Anteil an vitalen Zellen steigt. Die
Laktatkonzentration verhalt sich also invers zu Glukosekonzentration.

Der Test zur Messung der Glukosekonzentration beruht auf einem elektrochemischen Mess-
prinzip mithilfe eines speziellen Chipsensors. Die in der Probe enthaltene Glukose reagiert mit
der zugefiugten Glukoseoxidase zu Glukonsaure und Wasserstoffperoxid (H20;). Eine Elekt-
rode misst das H>O» und der daraus generierte Stromfluss ist proportional zur Glukosekon-
zentration. Die Messung erfolgte vollautomatisch am Glukose Laktat Automaten (Biosen 5140)
der Firma EKF-Diagnostic®.

Tabelle 10: Protokoll Glukose- und Laktatbestimmung
1. 100 pl/Well Zellsuspension in 96-Wellplatte zur Zellkultivierung angesetzt.

Anschlieend bei 37 °C und 5 % CO2in wasserdampfgesattigter Atmosphare
flr 24h inkubiert.

2. Zugabe der Extrakte (1pl/Well). Inkubation im Brutschrank, bei 37 °C und 5 %
CO2in wasserdampfgesattigter Atmosphare fur 24h.

3. Abpipettieren und Zusammenfiihren der Uberstande des jeweiligen Extrak-
tes.

4. Je 20 pl Uberstand zu 1 ml Pufferlésung geben.

Messung an Biosen Glukose-/Laktat-Analyzer
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3.2.5.6 PH-WERT BESTIMMUNG

Die pH-Wertmessung stellt eine weitere Methode zur Beurteilung der Zellvitalitat dar. Zum ei-
nen sorgen toxische Effekte daflr, dass es zu Stérungen des oxidativen Stoffwechsels kommt,
wodurch vermehrt anaerobe Glykolyse betrieben wird, bei welcher dann vermehrt Laktat an-
fallt. Zum anderen sprechen mehr vitale Zellen aber auch fir vermehrten Stoffwechsel, wobei
dann insgesamt auch mehr Laktat anfallt. Das freie Laktat sorgt flir eine Ansauerung des Ext-
razellularraumes und damit fur eine pH-Wertanderung.

Fur die pH-Messung wurde wie unter 3.2.5.5 beschrieben vorgegangen und der pH-Wert des

Zellkulturiberstandes mithilfe einer pH-Glaselektrode der Firma Thermo Scientific gemessen.

3.2.5.7 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Untersuchungen zur Zellproliferation, Zellviabilitat sowie Zytotoxizitat mittels BrdU, Neut-
ralrot-, CellTiter-Glo- und CytoTox-Glo-Test, erfolgten pro Ansatz jeweils mindestens in Drei-
fachbestimmung unter Bildung des Mittelwertes. Jeder Test wurde pro Zelllinie dreimal mit
unterschiedlichen Zellpassagen wiederholt (n=3).

Die Berechnungen der Proliferations-, Viabilitats- und Toxizitatswerte erfolgte mit oben ge-
nannter Formel (3.2.5). Aus den Ergebnissen der Tests konnten zunachst Mittelwerte und an-

schlieRend Standardabweichungen berechnet werden.

Die gewonnenen Daten wurden zundchst mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalver-
teilung gepruft. Konnte damit die Normalverteilung nicht wiederlegt werden erfolgte die weitere
Auswertung unter Verwendung eines gruppenvergleichenden parametrischen t-Tests fir nor-
malverteilte Daten. Lag keine Normalverteilung vor, wurde ein nichtparametrische Gruppen-
vergleichstest (Mann-Whitney-Test) gewahlt.

Dabei wurde der jeweils untersuchte Stoff mit der jeweiligen Referenzprobe (Losungsmittel)
dahingehend untersucht, ob die Unterschiede in den Daten der Gruppen signifikant sind. Hier-
bei galten Vergleiche mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von < 0,05 als statistisch signifi-
kant. Signifikante Ergebnisse werden in den Grafiken durch einen Stern (*) markiert.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Statistikprogramms IBM SPSS Statistics 25,

sowie Microsoft Excel 2016.
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V. ERGEBNISSE

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der durchgeflihrten Untersuchungen ohne tiefer-
gehende Interpretation dargestellt. Zu Beginn werden die Ergebnisse zur Untersuchung des
Rezeptorstatus der Zelllinien mittels Immunhistochemie aufgezeigt. Daran schlie3en sich die
Resultate der Analyse der Extrakte an, welche vor allem mittels HPLC erfolgte. Zuletzt werden
die Ergebnisse der unterschiedlichen in-vitro Zelltests zur Untersuchung auf Zellviabilitat und
-proliferation sowie die Untersuchungen zum Stoffwechsel der Zellen dargestellt. Die Diskus-

sion der Ergebnisse erfolgt im anschlieRenden Kapitel.

4.1 IMMUNHISTOCHEMIE

Der Hormonrezeptorstatus der zwei Zelllinien (MCF10a und MCF12a) wurde in der Vergan-
genheit schon haufig untersucht und beschrieben. Da allerdings bekannt ist, dass die Expres-
sionsprofile der Rezeptoren zwischen verschiedenen Chargen variieren, sollte hier der Status
nochmals untersucht und gegebenenfalls bestatigt werden 37297,

Untersucht wurden die Estrogenrezeptoren a (ER a) und B (ER ) sowie ein Progesteronre-
zeptor (PR). Eine rote Farbreaktion, welche beim Betrachten der Zellen durch das Lichtmikro-
skop beobachtet werden kann bedeutet das Vorhandensein des entsprechenden Rezeptors.
Um die Funktionsweise des Tests zu Uberprifen, wurde eine Negativkontrolle (NK) ohne pri-
mare Antikorper mitgefihrt, welche stets keine rote Reaktion aufweisen sollte.

Im Folgenden sind die lichtmikroskopischen Aufnahmen der immunhistochemischen Untersu-

chungen dargestellt.

41.1 MCF 10A

Die Immunhistochemie der Zellreihe MCF10a zeigte bei keinem der getesteten AK eine rétli-
che Farbung unter dem Lichtmikroskop (Abbildung 18), wodurch belegt wurde, dass die hier

vorhandene Zelllinie weder ER a und ER [, noch PR exprimiert.

41.2 MCF12A

Das immunhistochemische Verfahren der Zellreihe MCF12a zeigte bei den Antikérpern ER a
und ER B, sowie dem Progesteronrezeptor eine rétliche Verfarbung der Zellen unter dem Licht-
mikroskop (Abbildung 19). Die Negativkontrolle blieb ungefarbt. Dies belegt, dass die hier ver-

wendete Zellreihe alle drei Gberpriften Hormonrezeptoren exprimiert.
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Abbildung 18: MCF10a Zellen nach immunhistochemischer Reaktion, Lichtmikroskopische Aufnahmen, 20x Ver-
gréBerung; bei allen Rezeptoren ist keine rotliche Farbreaktion zu erkennen, was keiner Exprimierung der Rezep-
toren entspricht. Negativkontrolle ohne Farbreaktion. ER = Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, NK = Ne-
gativkontrolle, Pfeile zeigen beispielhaft Zellen.

Abbildung 19: MCF12a Zellen nach immunhistochemischer Reaktion, Lichtmikroskopische Aufnahmen, 20x Ver-
gréRerung; bei allen Rezeptoren ist eine rétliche Reaktionen zu erkennen, welche der Exprimierung der Rezeptoren
entsprechen. Negativkontrolle ohne Farbreaktion. ER = Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, NK = Nega-
tivkontrolle, Pfeile zeigen beispielhaft Zellen.
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4.2 ANALYSE DER EXTRAKTE

Die selbst hergestellten Fenchelextrakte wurden mittels HPLC auf einige vermutete Pflanzen-
stoffe untersucht. Darlber hinaus erfolgte im Routinelabor der UFK Rostock eine labordiag-
nostische Untersuchung des verwendeten Fenchelextraktes (Mikrowellenextrakt) auf weitere

ausgewahlte Inhaltsstoffe.

421 HPLC

Im Folgenden werden die Ergebnisse der HPLC-Analysen dargestellt. Untersucht wurden so-
wohl das in Ethanol geldste Fenchelextrakt als auch das in Wasser aufgebrihte Fenchelex-
trakt. Um zu prifen, welche Substanzen in den Extrakten vorhanden sind, erfolgte ebenfalls
die HPLC-Analyse von den in der Literatur beschriebenen, in Fenchel enthaltenen Substanzen
Rutin, Estragol, Methyleugenol, Quercetin und Folsédure®'®. Diese wurden in Form von kom-
merziell erworbenen Reinsubstanzen in der HPLC untersucht und mit den Chromatogrammen
der Fenchelextrakte verglichen. So konnte festgestellt werden, ob die Reinsubstanzen in hie-
sigen Fenchelextrakten vorhanden sind.

Die HPLC Analyse erfolgte hier rein qualitativ, um zu zeigen, welche Reinstoffe im Fenchelex-
trakt enthalten sind. Eine quantitative Auswertung des Ergebnisses ware zwar technisch durch
Integration der Peaks mdglich, bringt aber Schwierigkeiten wie Kalibrations- und Integrations-
probleme mit sich’®'?2, Da die Mengenbestimmung der Reinsubstanzen im Extrakt nicht Ziel
der Arbeit ist, sondern letztlich die Wirkung des gesamten Extraktes untersucht werden soll,
wurde auf die quantitative Analyse der Ergebnisse verzichtet.

Die Auswertung der HPLC-Ergebnisse erfolgte mit Prof. Dr. rer. nat. Udo Jeschke, ein Koope-
rationspartner des Forschungslabors der UFK Rostock.

Fir jedes Extrakt beziehungsweise jede Reinsubstanz wurden mindestens zwei Messdurch-
gange durchgefihrt, um eventuelle Unterschiede in der Ergebnisdarstellung zu prifen.

Die folgenden Abbildungen zeigen Ubereinandergelegte HPLC-Graphen von jeweils einem Ex-
trakt und einem Reinstoff. Liegen zwei Peaks Ubereinander, spricht dies fir die gleiche Re-

tentionszeit und den Nachweis des Stoffes.

4.2.1.1 FENCHEL-ETHANOLEXTRAKT (MIKROWELLENEXTRAKT):

Im in Ethanol gelésten Fenchelextrakt konnten mittels HPLC Folsaure, Rutin sowie Estragol

(in Spuren) nachgewiesen werden.
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Abbildung 20: HPLC Nachweis Folsdure. Ordinate 2 Absorbanz in Absorbance Unit, Abszisse 2 Zeit in min.
Grin: Fenchel-Ethanolextrakt, Weinrot: Folsaure.
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Abbildung 21: HPLC Nachweis Rutin. Ordinate 2 Absorbanz in Absorbance Unit, Abszisse £ Zeit in min.
Grin: Fenchel-Ethanolextrakt, Blau: Rutin.
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Abbildung 22: HPLC Nachweis Estragol. Ordinate 2 Absorbanz in Absorbance Unit, Abszisse £ Zeit in min.
Grun: Fenchel-Ethanolextrakt, Gelb: Estragol.
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4.2.1.2 FENCHEL-WASSEREXTRAKT:

In dem, in Wasser geldsten Fenchelextrakt konnte nur Folsaure sicher nachgewiesen werden,
wohingegen hier keiner der anderen Uberpriften Substanzen sicher nachzuweisen war.

Da im Fenchel-Ethanol Extrakt aber zusatzlich Rutin und Estragol nachgewiesen wurden,
wurde im Weiteren auf das Mitfihren des Fenchel-Wasserextraktes verzichtet und nur die Wir-
kung des Fenchel-Ethanolextraktes auf die Zellen gepruft.

Die folgenden Grafiken zeigen den Nachweis der Folsaure im Fenchel-Wasserextrakt sowie
die nicht nachzuweisenden Stoffe Rutin und Estragol. Die Chromatogramme der Reinsubstan-

zen sind jeweils mit dem des Extraktes Uberlagert.
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Abbildung 23: HPLC Nachweis Folsaure in Wasserextrakt, Ordinate 2 Absorbanz in Absorbance Unit,
Abszisse £ Zeit in min. Grun: Fenchel-Wasserextrakt, Weinrot: Folsaure.
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Abbildung 24: HPLC Ergebnis Wasserextrakt, Negativbefund von Rutin, Ordinate 2 Absorbanz in
Absorbance Unit, Abszisse 2 Zeit in min. Griin: Fenchel-Wasserextrakt, Blau: Rutin.
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Abbildung 25: : HPLC Ergebnis Wasserextrakt, Negativbefund von Estragol, Ordinate = Absorbanz in
Absorbance Unit, Abszisse 2 Zeit in min. Griin: Fenchel-Wasserextrakt, Gelb: Estragol.

4.2.2 UNTERSUCHUNG WEITERER INHALTSSTOFFE

Im Routinelabor des Klinikums Stdstadt, Rostock erfolgte die Untersuchung auf weitere in der
Literatur beschriebene Inhaltsstoffe von Foeniculum vulgare, welche durch automatisierte
Messungen schnell im Fenchel-Ethanolextrakt bestimmt werden konnten. Tabelle 11 zeigt die
untersuchten Substanzen mit enthaltener Konzentration, wobei Vitamin B12 unter der Nach-

weisgrenze von 111 pmol/l lag.

Tabelle 11: Konzentrationen weiterer untersuchter Inhaltsstoffe im Extrakt

Untersuchter Inhaltsstoff Konzentration
Kalium 187 mmol/l
Calcium 14,5 mmol/l
Eisen 24,5 pymol/l
Vitamin B12 <111 pmol/l

4.3 IN-VITRO ZELLTESTE

Im Folgenden werden die Ergebnisse aller in-vitro Zelltests, der beiden Zelllinien (MCF10a und
MCF12a) vergleichend dargestellt.

Die untersuchten Lésungsmittel sind im Verhaltnis zu den unbeeinflussten Zellen ,Medium +
Zellen“ aufgetragen. Die Grafiken der Untersuchungssubstanzen (Extrakte, Rutin, Estragol,
Folsaure) sind prozentual zu den jeweiligen Losungsmitteln aufgetragen, um Effekte der L6-
sungsmittel auf die Zellen zu eliminieren (Tabelle 4).

Zur Darstellung der Ergebnisse sind die Mittelwerte der Referenzgruppe ,Medium + Zellen®

einem Wert von 100% gleichgesetzt.
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4.3.1 CELLTITER-GLO® LUMINESZENZTEST

Im Folgenden sind die Ergebnisse des CellTiter-Glo® Tests der Firma Promega fur die Zellli-
nien MCF10a und MCF12a dargestellt. Der CellTiter-Glo Test stellt die Zellviabilitat mithilfe

des in den Zellen vorhandenen ATP dar.

CellTiter-Glo® (n=3) ™ VICF10a
B MCF12a
Fenchelextrakt
120
100
g 80
:‘;3 60 *
s
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20 I
, HH
Fenchel Fenchel  Fenchel (500) Fenchel (200) Fenchel (100) Fenchel (50) Fenchel (20)

(2000) (1000)

Proben (Konzentration in g/l)

Abbildung 26: Zellviabilitat MCF10a und MCF12a (n=3): CellTiter-Glo® / Promega nach 24 h; Einfluss des Fen-
chelextraktes in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitdt der Zellen im Verhaltnis zum Lésungsmittel (70 %
Ethanol). Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgédnge mit Standardabweichungen und Signifikanzen;
* 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Im CellTiter-Glo Test zeigt sich sowohl fur MCF10a als auch fur MCF12a eine signifikante
Hemmung der Zellviabilitat (CV) durch die zwei hochsten Konzentrationen des Fenchelextrak-
tes. Mit dem 100 % Extrakt (2000 g/l) wird bei beiden Zellreihen die Viabilitdt hochsignifikant
gehemmt und die EDsp erreicht (MCF10a: CV = 32,9 % SD + 14,2, p < 0,001; MCF12a:
CV =13,7 % SD % 1,2, p < 0,001). In der Konzentration von 1000 g/l erreicht allerdings nur
noch MCF10a die EDso. Die Ergebnisse zeigen sich auch flir diesen Extrakt statistisch signifi-
kant (p < 0,05). Im Bereich der drei starksten Extrakte zeigt sich auf beide Zelllinien eine do-
sisabhangige Wirkung. Die niedriger konzentrierten Extrakte zeigen Uberwiegend keine signi-
fikante Wirkung auf die Viabilitdt der Zellen, wobei der 10 % Extrakt (200 g/l) auf MCF10a in
diesem Test sogar eine leicht steigernde Wirkung auf die Viabilitdt hat (CV = 103,4 %,
SD +7,4).

Im Vergleich der beiden Zelllinien wirkt der 2000 g/I Extrakt zwar starker auf MCF12a, der
1000 g/l Extrakt aber starker auf MCF10a.
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Abbildung 27: Zellviabilitdt MCF10a und MCF12a (n=3): CellTiter-Glo® / Promega nach 24 h; Einfluss der Refe-
renzproben Rutin, Estragol und Folsaure und der Kontrollen Endoxifen und Estradiol auf die Viabilitat der Zellen im
Verhaltnis zum jeweiligen Lésungsmittel. LM von Rutin = DMSO/Ethanol, LM von Estragol und Folsaure = 99 %
Ethanol, LM von Estradiol und Endoxifen = 70 % Ethanol. Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgange
mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Unter Estradioleinwirkung verandert sich die Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrolle nicht sig-
nifikant (MCF10a: CV = 101,2 %, SD = 5; MCF12a: CV = 99,5 %, SD % 0,9). Endoxifen dage-
gen zeigt erwartungsgemaf auf beide Zelllinien eine hoch signifikante, fast komplette Hem-
mung der Zellviabilitat (CV = 0,1 %, SD + 0,1, p < 0,001). Im Verhaltnis zu seinem L6sungs-
mittel zeigt sich bei Rutin eine leicht viabilitatssteigernde Wirkung, wobei das Ergebnis nur bei
MCF10a statistisch signifikant ist (MCF10a: CV = 107,5 %, SD £ 10,5, p < 0,05). Fur das
Einwirken von Estragol und Folsadure konnte keine signifikante Wirkung nachgewiesen wer-
den. MCF10a und 12a vergleichend, zeigen sich kaum Unterschiede in der Wirkung dieser
Stoffe.

Das Losungsmittelgemisch DMSO/Ethanol hat auf MCF10a und MCF12a eine signifikant hem-
mende Wirkung auf die Viabilitdt (MCF10a: CV = 81,6 %, SD % 8,8, p < 0,01; MCF12a:
CV =76,5%, SD + 11, p < 0,01). Die beiden anderen verwendeten Lésungsmittel wirken sich

in diesem Test nicht signifikant auf die Zellviabilitat aus (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Zellviabilitat MCF10a und MCF12a (n=3): CellTiter-Glo® / Promega nach 24 h; Einfluss der L6sungs-
mittel auf die Viabilitat der Zellen im Verhaltnis zu unbeeinflussten Zellen (Medium+Zellen). Dargestellt sind die
Mittelwerte der drei Testdurchgdnge mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * 2 signifikanter Wirkung in
Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

4.3.2 BRDU TEST

Im Folgenden sind die Ergebnisse der BrdU-Tests der Firma Roche fiir die Ziellinien MCF10a
und MCF12a dargestellt. Bei dem Test handelt es sich um einen Zellproliferationstest zur Er-

mittlung neu synthetisierter DNA.
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Abbildung 29: Zellproliferation MCF10a und MCF12a (n=3): BrdU Test / Roche nach 24 h; Einfluss des Fen-
chelextraktes in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der Zellen im Verhaltnis zum Lésungsmittel (70 %
Ethanol). Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgange mit Standardabweichungen und Signifikanzen;
* 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).
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Der Fenchelextrakt zeigt im BrdU-Zellproliferationstest fir beide Zelllinien eine dosisabhangige
Hemmung der Proliferation iber die vier starksten Konzentrationen des Extraktes. Mit steigen-
der Konzentration nimmt die Zellproliferation (CP) ab. So lasst sich bei diesem Test gut eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung nachvollziehen (MCF10a: r = -0,98; MCF12a: r = -0,93). Die Ein-
wirkung des starksten Fenchelextraktes zeigt auf MC10a und MCF12a eine signifikante Hem-
mung der Zellproliferation, welche jeweils unter der EDso liegt (MCF10a: CP = 37,6 %,
SD + 13,7, p <0,05; MCF12a: CP =19 %, SD + 5,1, p < 0,001). Fir MCF12a liegt die CP auch
bei dem 50 %-Extrakt (1000 g/l) unter der EDso (CP = 37,1 %, SD + 12,7), fur MCF10a wird
diese nicht erreicht. Im BrdU Test zeigt die Extraktkonzentration von 500 g/l auf MCF10a keine
wachstumshemmende Wirkung mehr (CP = 104,4 %, SD £ 15,4). Bei MCF12a dagegen
hemmt auch diese Verdinnungsstufe noch das Zellwachstum (CP = 71,8 %, SD + 11,8). In
niedrigeren Konzentrationen konnen auf beide Zelllinien kaum noch Wirkungen auf die Zell-
proliferation nachgewiesen werden. In diesem Test zeigen sich die Extrakte auf die rezeptor-

positiven MCF12a Zellen, insgesamt starker proliferationshemmend als auf MCF10a.
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Abbildung 30: Zellproliferation MCF10a und MCF12a (n=3): BrdU-Test / Roche nach 24 h; Einfluss der Referenz-
proben Rutin, Estragol und Folsdure und der Kontrollen Endoxifen und Estradiol auf die Viabilitat der Zellen im
Verhéltnis zum jeweiligen Lésungsmittel. LM von Rutin = DMSO/Ethanol, LM von Estragol und Folsaure = 99 %
Ethanol, LM von Estradiol und Endoxifen = 70 % Ethanol. Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgange
mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Bei den Referenzen und Kontrollen erreicht nur Endoxifen fur beide Zelllinien eine statistisch
hochsignifikante Proliferationshemmung unter der EDso (MCF10a: CP = 17,7 %, SD + 8,4,
p <0,001; MCF12a: CP =2,5%, SD £ 2,1, p < 0,001). Estradiol und Rutin zeigen im Vergleich
zu ihren Ldsungsmitteln einen proliferationssteigernden Effekt (Estradiol: CP = 111,5 %,
101,3 %; Rutin: CP = 120,7 %, 102,5 %). Die Wirkung von Estragol auf die Zellen hat fir
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MCF10a einen leicht steigernden, fir MCF12a einen leicht hemmenden Effekt. Folsdure wirkt
auf beide Zelllinien leicht hemmend auf das Zellwachstum (CP = 89,2 %, 98,2 %).
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Abbildung 31: Zellproliferation MCF10a und MCF12a (n=3): BrdU-Test / Roche nach 24 h; Einfluss der Lésungs-
mittel auf die Viabilitdt der Zellen im Verhaltnis zu unbeeinflussten Zellen (Medium+Zellen). Dargestellt sind die
Mittelwerte der drei Testdurchgange mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * 2 signifikanter Wirkung in
Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Das DMSO/Ethanol Gemisch wirkt ebenfalls proliferationshemmend auf die Zelllinien
(MCF10a: CP = 66,9 %, SD £ 7; MCF12a: CP = 64,5 %, SD * 4,8), wobei das Ergebnis fur
MCF12a auch statistisch signifikant ist (p < 0,01). Der 70 %- sowie der absolute Ethanol zeigen

leichte, nicht signifikante proliferationshemmende Effekte.

4.3.3 CYTOTOX-GLO™-TEST

Im Folgenden werden die Ergebnisse der CytoTox-Glo™ Tests der Firma Promega, flr die
Zelllinien MCF10a und MCF12a dargestellt. Es handelt sich um einen Zytotoxizitats- bzw. Vi-
abilitatstest, zur Ermittlung der toten bzw. im Umkehrschluss vitalen Zellen mittels der aus

toten Zellen freigesetzten Enzymen.
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Abbildung 32: Zellviabilitadt MCF10a und MCF12a (n=3): CytoTox-Glo™ / Promega nach 24 h; Einfluss des Fen-
chelextraktes in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der Zellen im Verhaltnis zum Lésungsmittel (70 %
Ethanol). Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgange mit Standardabweichungen und Signifikanzen;
* 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Bei dem CytoTox-Glo™-Test zeigt sich im Unterschied zu vielen anderen Tests sowohl beim
starksten als auch beim zweitstarksten Fenchelextrakt eine Hemmung der Zellviabilitat, welche
fur beide Zelllinien deutlich unterhalb der EDsg liegen (MCF10a: CV = 11,3 % / 16,9 %, SD +
7,4/ 3,3; MCF12a: CV = 10,9 % / 12,9 %, SD £ 6,7 / 7,8). Diese vier Mittelwerte wurden auf
statistische Signifikanz geprift und erwiesen sich als signifikant (p < 0,05) hemmend im Ver-
gleich zu ihrem Lésungsmittel. Im Unterschied zu MCF10a, zeigt MCF12a auch beim 20 %-
Extrakt (500 g/l) eine signifikante Viabilitdtshemmung. In dieser Konzentration wird die EDso
allerdings nicht mehr erreicht (CV = 67,2 %, SD £ 12,5). Die Gbrigen, stark verdinnten Extrakte
zeigen nur noch sehr schwach hemmende Effekte auf die Zellviabilitat der Zellen (CV = 89,3 %
- 100%). GroRe Unterschiede zwischen den Zelllinien kdnnen, aul3er der verschieden starken

Wirkung der 500 g/l Extraktkonzentration, nicht gezeigt werden.

Auch im CytoTox-Glo Test wirkt Endoxifen auf beide Zelllinien hoch signifikant viabilitatshem-
mend und unterbietet die EDsy stark (MCF10a: CV = 9,3 %, SD + 7,7, p < 0,01; MCF12a:
CV =59 %, SD + 1,6, p < 0,001). Estradiol, Rutin, Estragol, sowie Folsdure wirken mit Aus-
nahme von Rutin auf MCF10a (CV = 103,3 %), leicht viabilitadtshemmend auf die Zellen
(CV =90,6 % - 96,1 %), (Abbildung 33).
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CytoTox-Glo™ (n=3) = MCF 10a
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Abbildung 33: Zellviabilitast MCF10a und MCF12a (n=3):CytoTox-Glo™ / Promega nach 24 h; Einfluss der Refe-
renzproben Rutin, Estragol und Folsaure und der Kontrollen Endoxifen und Estradiol auf die Viabilitat der Zellen im
Verhaltnis zum jeweiligen Lésungsmittel. LM von Rutin = DMSO/Ethanol, LM von Estragol und Folsaure = 99 %
Ethanol, LM von Estradiol und Endoxifen = 70 % Ethanol. Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgange
mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Das Einwirken des Lésungsmittel ,DMSO/Ethanol“ zeigt auf die Mammazellen zytoto i sche
bzw. vibilititshemmende Effekte (MCF10a: CV = 69,3 %, SD £ 17,4; MCF12a: CV = 65,4 %,
SD % 6,2), welche sich bei MCF12a statistisch signifikant zeigen (p < 0,01). Die anderen L6-
sungsmittel hingegen zeigen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Medium+Zellen), im
CytoTox-Glo™ Test keinen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitat (Abbildung 34).

CytoTox-Glo™ (n=3) ® MCF 10a
Losungsmittel = MCF 12a
120
100
X g0 *
:E
F 60
8
=
T 40
N
20
0
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Abbildung 34: Zellviabilitait MCF10a und MCF12a (n=3):CytoTox-Glo™ / Promega nach 24 h; Einfluss der Losungs-
mittel auf die Viabilitdt der Zellen im Verhaltnis zu unbeeinflussten Zellen (Medium+Zellen). Dargestellt sind die
Mittelwerte der drei Testdurchgénge mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * £ signifikanter Wirkung in
Bezug auf Referenzen (p < 0,05).
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4.3.4 NEUTRALROT TEST

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Neutralrot-Tests der Firma Sigma-Aldrich darge-
stellt. Dieser spiegelt anhand der Aufnahme eines roten Farbstoffes in Lysosomen ausschlief3-

lich viabler Zellen, die Menge aller vitaler Zellen wider und fungiert so als Zellviabilitatstest.

Neutralrottest (n=3) = MCF 10a
MCF 12
Fenchelextrakt e e
140
120
100
S
:‘é 80
%
2 60
g
40
20
0
Fenchel Fenchel  Fenchel (500) Fenchel (200) Fenchel (100) Fenchel (50) Fenchel (20)
(2000) (1000)

Probe (Konzentration in g/l)

Abbildung 35: Zellviabilitit MCF10a und MCF12a (n=3): Neutralrot-Test / Sigma-Aldrich nach 24 h; Einfluss des
Fenchelextraktes in verschiedenen Konzentrationen auf die Viabilitat der Zellen im Verhaltnis zum Lésungsmittel
(70 % Ethanol). Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurchgdnge mit Standardabweichungen und Signifi-
kanzen; * 2 signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).

Im Neutralrottest wird ein deutlicher Unterschied zwischen den hormonrezeptornegativen
MCF10a Zellen und den ER+ MCF12a Zellen sichtbar. Der starkste Fenchelextrakt wirkt zwar
bei beiden signifikant hemmend auf die Viabilitat, die EDso wird aber nur bei MCF12a erreicht
(MCF10a: CV =69 %, SD = 11,6, p < 0,01; MCF12a: CV = 7,7 %, SD £ 6,7, p < 0,001). Bei
halber Konzentration des Extraktes zeigt MCF10a nur noch leicht gehemmte Zellviabilitat
(CV = 86,5 %, SD + 8), MCF12a dagegen zeigt immer noch signifikante Hemmung deutlich
unter der EDso (CV = 12,2 %, SD % 13, p < 0,001). Wirkt die 500 g/I Extraktkonzentration bei
MCF12a noch leicht hemmend auf die Viabilitat (CV = 83,9 %, SD £ 17), so hat diese Extrakt-
starke des Fenchels bei MCF10a bereits leicht steigernde Effekte (CV = 105,1 %, SD + 8,4).
Alle niedrigeren Dosierungen des Extraktes wirken auf beide Mammazelllinien im Verhaltnis
zu ihrem Lésungsmittel 70 % Ethanol, leicht viabilitatssteigernd (CV = 101,9 % - 112,6 %).
Statistisch signifikant (p < 0,05) sind allerdings nur die Ergebnisse des 100 % und des 50 %
Extraktes (2000 g/I, 1000 g/l). Innerhalb der jeweiligen Zelllinie zeigt sich eine dosisabhangige
Wirkung auf die Zellviabilitat.
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Abbildung 36: Zellviabilitdt MCF10a und MCF12a (n=3):Neutralrot-Test / Sigma-Aldrich nach 24 h; Einfluss der
Referenzproben Rutin, Estragol und Folsaure und der Kontrollen Endoxifen und Estradiol auf die Viabilitat der Zel-
len im Verhaltnis zum jeweiligen Lésungsmittel. LM von Rutin = DMSO/Ethanol, LM von Estragol und Folsaure =
99 % Ethanol, LM von Estradiol und Endoxifen = 70 % Ethanol. Dargestellt sind die Mittelwerte der drei Testdurch-
gange mit Standardabweichungen und Signifikanzen; * £ signifikanter Wirkung in Bezug auf Referenzen (p < 0,05).
Auch im Neutralrottest zeigt nur die Kontrollsubstanz Endoxifen eine signifikante Viabilitats-
hemmung unter der EDso (MCF10a: CV = 11,9 %, SD £ 3,9, p < 0,001; MCF12a: CV = 6 %,
SD +6,2, p <0,001). Die Vergleichssubstanz Estradiol steigert in diesem Test die Zellviabilitat
von MCF12a um 15 % (SD % 11,9) im Vergleich zum Lésungsmittel. Das Einwirken von Estra-
gol und Folsaure andert nach wie vor nicht viel an der Zellviabilitat. Steigert Estragol die Via-
bilitdt bei MCF12a leicht (CV = 103,9 %,SD % 9,3), hemmt es diese bei MCF10a dagegen
geringflgig (CV = 98,9 %, SD % 1,8). Rutin zeigt im Verhaltnis zum Lésungsmittel bei MCF12a
eine signifikant hemmende Wirkung (CV = 85 %, SD % 7,6). Folsdure hemmt die Viabilitat
beider Zelllinien leicht (CV =93,9 % / 96,4 %). Im Vergleich der beiden Linien fallt auer der
etwas gesteigerten Viabilitat durch Estradiol auf MCF12a, im Neutralrot-Test kein grof3er Un-
terschied auf.

Die Losungsmittel 70 % Ethanol und absoluter Ethanol zeigen auch in diesem Test im Ver-
gleich zu den unbehandelten Zellen nur geringe Wirkung auf diese (CV = 99,8 % / 92,4%).
DMSO/Ethanol wirkt im Vergleich zu den anderen Tests in diesem nicht so stark viabilitats-

hemmend (CV = 88,4 % / 100,9 %), (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Zellviabilitat MCF10a und MCF12a (n=3):Neutralrot-Test / Sigma-Aldrich nach 24h; Einfluss der L6-
sungsmittel auf die Viabilitat der Zellen im Verhaltnis zu unbeeinflussten Zellen (Medium+Zellen). Dargestellt sind
die Mittelwerte der drei Testdurchgénge mit Standardabweichungen.

4.3.5 FAZIT DER IN-VITRO ZELLTESTS

In allen durchgefiihrten Untersuchungen zur Zellviabilitat und Zellproliferation wirkt sich die
Kontrollsubstanz Endoxifen, am starksten hemmend aus. Dabei fallt auf, dass Endoxifen in
allen Zelltests auf die MCF12a Zellen mindestens gleich stark (CellTiter-Glo), oder starker als
auf MCF10a wirkt.

Den zweitstarksten Effekt zeigt der hochstdosierte Fenchelextrakt (2000 g/l), welcher in allen
Tests, auller im Neutralrottest fir MCF10a, die EDso deutlich unterschreitet. Auch hier zeigt
sich deutlich der Trend, dass die Wirkung auf MCF12a starker ausfallt als auf die rezeptorne-
gativen MCF10a Zellen. Die zweitstarkste Extraktkonzentration zeigt je nach Test und Zelllinie
unterschiedlich stark ausgepragte Hemmung auf Zellviabilitdt bzw. Proliferation. Die EDso wird
dabei nur noch teilweise unterschritten. Auch hier fallt auf, dass die Hemmung bei MCF12a im
Vergleich zu MCF10a Uberwiegend starker ausfallt. Der CellTiter-Glo-Test bildet dabei eine
Ausnahme, da bei diesem der Extrakt auf MCF12a weniger stark wirkt als auf MCF10a. Alle
geringer konzentrierten Extrakte (500 g/l - 20 g/l), konnten mit wenigen Ausnahmen keine sig-
nifikante Wirkung mehr zeigen.

Die zur Kontrolle mitgefuhrten Losungsmittel 70 % Ethanol und 99 % Ethanol zeigen nur ge-
ringe Wirkung mit einer maximalen Hemmung der Viabilitat/Proliferation auf 90 % (BrdU,
MCF10a), bzw. maximaler Steigerung auf 102,7 % (CellTiter-Glo, MCF10a). Das Lésungsmit-
tel DMSO/Ethanol hingegen zeigt mit reiner Reduktion bis zu 64,5 %, eine deutlich starkere
Hemmung von Zellviabilitadt und Proliferation. Um diese Effekte der Lésungsmittel zu eliminie-
ren, wurden die Ergebnisse der Testsubstanzen in jeder Testreihe im Verhaltnis zu ihrem je-

weiligen Lésungsmittel berechnet. So sind die dargestellten Wirkungen primar auf die Test-
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stoffe und nicht auf die Lésungsmittel zurtickzufiihren. Fir die Vergleichssubstanz Rutin kon-
nen keine einheitlichen Ergebnisse erzielt werden. Zeigt sich im Cell-Titer-Glo sowie im BrdU-
Test eine Steigerung der Proliferation/Viabilitat, so senkt Rutin im Neutralrottest die Viabilitat
der Zellen. Allerdings liegen die Werte fir MCF10a in allen Tests Uber den Werten von
MCF12a (teils proliferierend, teils weniger hemmend). Estragol und Folsaure zeigen keine sig-
nifikante Wirkung auf die Viabilitat bzw. Proliferation der Zellen. Folsaure wirkt Gberwiegend
leicht hemmend, jedoch ohne Signifikanz. Auch die Vergleichssubstanz Estradiol kann keine
Signifikanz vorweisen, liegt aber zwischen 95 % und 115 %, und damit meist nahe im Bereich

der unbehandelten Zellen.

4.3.6 GLUKOSE UND LAKTATBESTIMMUNG

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Bewertung der Stoffwechsellage der Zellen mittels
Glukose- und Laktatkonzentrationen im Uberstand der Zellen dargestellt. Diese Messungen
dienten in erster Linie zur Prifung der Vitalitat und wurde in der vorliegenden Studie exemp-
larisch fur jede Zelllinie anhand einer Versuchsreihe durchgefuhrt. Daher lassen sich diese

Ergebnisse nicht auf ihre Signifikanz prifen.

Glukosekonzentration - MCF 10a (n=1)
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Abbildung 38: Glukosemessung MCF10a (n=1): Glukosekonzentration [mmol/l] im Medium nach 24 h Einwirkung
von Estradiol, Endoxifen, den verschiedenen Fenchelextraktkonzentrationen sowie nativ (Medium+Zellen).

Bei der rezeptornegativen Zelllinie MCF10a zeigt sich fur die Extrakte ein fast durchgangiger
Abfall der Glukosekonzentrationen (Glukose = 13,2 mmol/l fiir 100 % Extrakt bis 14 mmol/l far
2,5 % Extrakt) im Vergleich zum Referenzwert (Glukose = 14,4 mmol/l). Eine Ausnahme bildet
nur das schwachste Extrakt, welches in diesem Fall eine geringe Steigerung der Glukosekon-
zentration im Extrazellularraum bewirkt (Glukose = 14,4 mmol/l). Auch Estradiol sorgte fir ei-

nen Ruckgang der Glukosekonzentration auf 13,7 mmol/l. Endoxifen hingegen bewirkt einen
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deutlichen Anstieg der Glukose auf 16,6 mmol/l. Die Konzentration der Glukose, des Mediums

ohne Zelleinfluss, liegt mit 19,6 mmol/l immer noch héher als der Wert bei Endoxifen.

Glukosekonzentration - MCF 12a (n=1)
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Abbildung 39: Glukosemessung MCF12a (n=1): Glukosekonzentration [mmol/l] im Medium nach 24 h Einwirkung
von Estradiol, Endoxifen, den verschiedenen Fenchelextraktkonzentrationen sowie nativ (Medium+Zellen).

Fir die rezeptorpositive Zelllinie zeigt sich ein sehr ahnliches Bild der Glukoseergebnisse wie
bei den rezeptornegativen. Hier senken alle Extrakte die Glukosekonzentrationen im Zellliber-
stand (Glukose = 13,29 mmol/l - 14,04 mmol/l), im Vergleich zum Referenzwert Medium +
Zellen (Glukose = 15,5 mmol/l). Wobei auch hier das 1 % Extrakt die geringste Hemmung hat.
Estradiol zeigt ebenfalls einen Abfall der Glukosekonzentration auf 14,56 mmol/l. Ahnlich wie
bei MCF10a zeigt auch hier der Uberstand der mit Endoxifen inkubierten Zellen eine gestei-
gerte Glukosekonzentration (17,75 mmol/l). Damit liegt die Glukosekonzentration nach Endo-
xifeneinfluss leicht hdher als die Glukosekonzentration des unbeeinflussten Mediums
(17,56 mmol/l).
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Abbildung 40: Laktatmessung MCF10a (n=1): Laktatkonzentration [mmol/l] im Medium nach 24 h Einwirkung von
Estradiol, Endoxifen, den verschiedenen Fenchelextraktkonzentrationen sowie nativ (Medium+Zellen).

Die Extrakte zeigen auf die Laktatkonzentration im Uberstand von MCF10a keine deutliche
Wirkung. Teils liegen die Laktatwert der Extrakte knapp unter den 6,6 mmol/l der Referenz
(20 % Extrakt: 6,3 mmol/l), teilweise sind sie gleich oder liegen knapp dariber (1 % Extrakt:
6,7 mmol/l). Die Laktatkonzentration nach 24 h Inkubation mit Estradiol liegt mit 7 mmol/I Gber
der des Referenzwertes. Ein deutlicher Einfluss auf die Laktatkonzentration ist durch Endoxi-

fen zu sehen. Bei dieser Probe liegt die Konzentration nur noch bei 3,1 mmol/l.

Laktatkonzentration - MCF 12a (n=1)
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Abbildung 41: Laktatmessung MCF12a (n=1): Laktatkonzentration [mmol/l] im Medium nach 24 h Einwirkung von
Estradiol, Endoxifen, den verschiedenen Fenchelextraktkonzentrationen sowie nativ (Medium+Zellen).
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Bei den hormonrezeptorpositiven MCF12a Zellen zeigt sich beziglich der Laktatkonzentration
im Zelliberstand ein ahnliches Bild wie bei MCF10. Die Laktatwerte fur die 50 % - 1 % Extrakte
liegen mit 5,6 mmol/l - 5,8 mmol/l nahe an dem Referenzwert von Medium + Zellen
(5,6 mmol/l). Der starkste Extrakt zeigt dagegen eine deutliche Reduktion der Konzentration
auf 4,6 mmol/l. Niedriger liegt die Laktatkonzentration in dieser Versuchsreihe nur bei Endoxi-
fen (2,2 mmol/l). Die Kontrollsubstanz Estradiol flhrt bei Einwirkung auf MCF12a zu einer

leichten Steigerung des Laktatwertes auf 6,3 mmol/I.

4.3.7 PH-WERT BESTIMMUNG

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Bewertung der Stoffwechsellage mittels pH-Wert

Messung im Uberstand der Zellen dargestellt. Diese Messungen dienten ebenfalls vor allem
zur Prifung der Vitalitdt und wurden in der vorliegenden Studie exemplarisch fir jede Zellli-
nie anhand einer Versuchsreihe durchgefiihrt. Daher lassen sich diese Ergebnisse nicht auf

ihre Signifikanz prufen.
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Abbildung 42: pH-Wert Bestimmung MCF10a (n=1): pH-Wert im Medium nach 24 h Einwirkung von Estradiol, En-
doxifen, den verschiedenen Fenchelextraktkonzentrationen sowie nativ (Medium+Zellen).

Die Ergebnisse der pH Messung des Zelliberstandes von MCF10a zeigen sowohl flir Endoxi-
fen (pH = 8,24), als auch fur die Extrakte (pH = 8,18 - 8,31) eine geringe Verschiebung der pH
Werte in Richtung basischeren Bereiche, im Vergleich zur Referenz Medium + Zellen
(pH = 8,18). Die héchsten pH Werte zeigen die Uberstéande der Zellen mit den zwei starksten
Fenchelextrakten (pH = 8,31). Die Estradiolprobe liegt mit einem pH Wert von 8,16 als einzige

Probe bei MCF10a leicht unterhalb des Referenzwertes.
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pH-Wert - MCF 12a (n=1)
8,32
8,3 ¢
8,28
+ 8,26 * ¢
S 824 *— ¢
i 8,22 ’ ‘ ‘_
2 82 L 2
8,18
8,16
8,14 T T T T T T T T T 1
S . .
e>\®° 'bb\o -\f\&o \@é \‘23:é \‘21*,~é \‘?5'é \?5*’é \?3*‘é \?3‘Lé
V & L e e e e e e e
<& < < o& oe’o o‘\’(\ 06\ oé\ o(\’(\ Qé‘
S RS SR e\:(@ o\:(@ °\§<®
K \90 § D O 9 N N

Abbildung 43: pH-Wert Bestimmung MCF12a (n=1): pH-Wert im Medium nach 24 h Einwirkung von Estradiol, En-
doxifen, den verschiedenen Fenchelextraktkonzentrationen sowie nativ (Medium+Zellen).

Fur die rezeptorpositiven MCF12a Zellen zeigt sich ein anderes Bild. Hier liegen die pH Werte
der Extraktproben unter dem Referenzwert von den unbehandelten Zellen (pH = 8,27). Die
Uberstande der Extrakte zeigen pH Werte zwischen 8,24 (100 % Extrakt) und 8,2 (5 % Ex-
trakt). Der pH Wert des Endoxifentiberstandes (pH = 8,3) ist, wie auch bei MCF10a, hoher als
der Referenzwert. Fir Estradiol zeigt sich mit 8,26 ein marginal niedrigerer pH Wert als fir die

Referenzprobe.
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V. DISKUSSION

Die Pflanzenheilkunde nimmt besonders in der Frauenheilkunde einen immer hdéheren Stel-
lenwert ein®9%, Da sich die Phytotherapie als Bestandteil der wissenschaftlichen evidenzba-
sierten Medizin versteht, sind wissenschaftliche Forschungen zur Wirkung der Pflanzen von
wichtiger grundlegender Bedeutung.

Dass die Erndhrung einen grofRen Einfluss auf Gesundheit und Krankheit, sowie Einfluss auf
die Entstehung von Tumoren hat, ist langst kein Geheimnis mehr. Bereits vor vielen Jahren
gab es Studien, welche den Einfluss erndhrungsbezogener Faktoren auf die Inzidenz von
Krebserkrankungen postulierten®. Bereits 1990 beobachteten Simard et al. ernahrungsbezo-
gene Faktoren auf die Inzidenz von Brustkrebs und benigne Veranderungen der Brust'®. Seit
dem gab es eine Vielzahl weiterer Forschungen, die sich mit dem Einfluss der Erndhrung auf
unterschiedlichste Erkrankungen befassten. Besonders sekundare Pflanzenstoffe, wie auch
die im Fenchel enthaltenen Phytoestrogene, stehen im Fokus dieser Forschungen?'%"1%°_ Ein
Grol3teil der Arbeiten befasst sich allerdings mit der Wirkung isolierter Pflanzenstoffe, woraus
Schliisse auf die Wirkung der Pflanze gezogen werden*?119171 Bezliglich der Brusterkrankun-
gen ist festzustellen, dass fast ausschlieRlich Forschungen beziglich maligner Erkrankungen
zu finden sind.

Die Erforschung von Fenchel (Foeniculum vulgare) erfahrt steigender Beliebtheit und es zeigt
sich, dass die Anzahl der Publikationen zur Pflanze in den vergangenen Jahren stark zuge-
nommen hat'®. So gibt es bereits in-vitro, in-vivo und auch randomisierte kontrollierte Studien
sowie mehrere Ubersichtsarbeiten, die sich mit den Inhaltsstoffen und der Wirkung beschafti-
gen. Auffallig ist besonders die starke Erforschung der Pflanze im asiatischen Raum. Da die
Pflanze dort schon lange als Heilpflanze bekannt ist, besteht moglicherweise verstarktes Inte-
resse daran, diese Wirkungen mit wissenschaftlichen Erkenntnissen zu belegen8®'4,
Bezuglich der Wirkung von Foeniculum vulgare auf Brusterkrankungen ist die Datenlage aller-
dings im Vergleich zu anderen Pflanzen noch eher schwach. Studien zu malignen Erkrankun-
gen zeigen bereits eine zytotoxische und proliferationshemmende Wirkung auf die Zelllinie
MCF 7 und aktuelle Studien am Mausmodell zeigen einen Rickgang von Brustkrebs durch
Fenchelextrakt?#'41:20%8  F{ir die Wirkung auf benigne Veranderungen der Brust sind aktuell
keine Studien zu finden.

Die vorliegende Arbeit sollte dazu beitragen, diese Forschungsliicke zu schlieRen. Daher
wurde die Wirkung eines primaren Fenchelextraktes sowie einzelner Inhaltsstoffe auf benigne

Mammazelllinien mit fibrozystischer Mastopathie untersucht.
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5.1 DISKUSSION DER EXTRAKTHERSTELLUNG UND ANALYSE

Die verwendeten Extrakte fir diese Arbeit wurden aus einer Pflanze, in Deutschland handels-
Ublichem Fenchel (F. vulgare ssp. vulgare var. azoricum) hergestellt. Durch Verwendung der-
selben Pflanze fir alle Extrakte wurden pflanzenspezifische Unterschiede zwischen den Ex-
trakten maoglichst gering gehalten. Allerdings variiert die Zusammensetzung und die Inhalts-
stoffe der Fenchelpflanzen aufgrund verschiedenster Ursachen: M.Koudela et al. zeigten, dass
der Gehalt an Vitaminen, Mineralien und Ballaststoffen je nach Jahr sowie aufgrund verschie-
dener Anbauzeitrdume innerhalb des Jahres variiert''®. Agarwal et al. beschreiben Unter-
schiede im Vorkommen von Fettsduren, welches vom Klima sowie der Anbauweise abhangt*.
Des Weiteren werden Unterschiede in der Zusammensetzung durch den Erntezeitpunkt der
Erdbeschaffenheit oder der Pflanzensorte beschrieben''4212, Die Inhaltsstoffe decken sich stu-
dienlibergreifend aber groRtenteils und variieren vor allem quantitativ'®'412°_ Daher ist anzu-
nehmen, dass jede Fenchelpflanze zwar eine gewisse individuell leicht abweichende Wirkung
zeigt, aber wohl kein komplett anderes Ergebnis hatte.

Deutlichere Unterschiede hingegen gibt es zwischen den unter 1.5 beschrieben Unterarten
und Varianten von Fenchel'?5'%. Auch die einzelnen Pflanzenteile variieren in ihrer Zusam-
mensetzung stark'®?3. Wahrend das hier verwendete Kraut, die Blatter und die ,Zwiebel“ be-
sonders reich an Vitaminen und Mineralien sind, enthalten die Samen beispielsweise beson-
ders viele Fettsauren'®'"4. Die meisten Inhaltsstoffe sind aber in allen Pflanzen vorhanden, nur
in deutlich unterschiedlichen Mengen'®2,

Im Vergleich mit anderen in der Literatur beschriebenen Wirkungen ist daher darauf zu achten,
welcher Extrakt verwendet wurde, da diese je nach verwendetem Pflanzenteil sowie der Art
der Extraktherstellung variieren konnen. Leichte Abweichungen sind bei der Untersuchung von

Naturstoffen jedoch kaum zu vermeiden.

Die Gewinnung von Fenchelextrakt erfolgte mittels zwei verschiedener Verfahren. Ein Extrakt
wurde mittels herkémmlicher Methode durch bloRes Aufbrihen von frischem Fenchel und Sie-
den fir 10 Minuten bei 100 °C gewonnen. Durch die hohe Temperatur wurden laut einer Studie
von Kaur et al. allerdings vermutlich thermoinstabile Verbindungen zerstért, weshalb es unter
Umstanden besser gewesen ware, eine niedrigere Wassertemperatur zu verwenden'"".

Der letztlich verwendete Extrakt konnte durch das, insbesondere zur Gewinnung von Pflan-
zenstoffen, etablierte Verfahren der Mikrowellenextraktion gewonnen werden®®'8’. Dieses ba-
siert im Gegensatz zum herkdmmlichen Verfahren auf der Freisetzung der Pflanzenstoffe in
das Lésungsmittel durch Ruptur der Zellwand, hier bei 60 °C. Im Vergleich zu konventionellen
Methoden nimmt die Mikrowellenextraktion (MAE) haufig weniger Zeit in Anspruch und die

Ausbeute an bioaktiven Substanzen ist durch den schnelleren Prozess hoch'®. Aligemein ist
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die MAE schonender und dadurch insbesondere fir thermisch instabile Verbindungen vorteil-
haft'®. Das Verfahren wurde von Hammouda et al. auf Extraktion von essentiellen Olen in
Fenchel untersucht und zeigte sich im Vergleich zu zwei anderen Verfahren als bestes Ver-
fahren®. Routray et al. zeigten hinsichtlich der Gewinnung von Flavonoiden eine Uberlegen-
heit oder mindesten Gleichwertigkeit im Vergleich zu herkémmlichen Extraktionsverfahren®’.
Da auch in dem hier verwendeten Extrakt Flavonoide zu erwarten waren und untersucht wer-
den sollten, stellte dieses Extraktionsverfahren die Methode der Wahl dar.

Auch die in dieser Arbeit durchgefiihrte Untersuchung mittels HPLC, bestatigte die Uberlegen-
heit des Mikrowellenverfahrens gegenliber dem anderen Extrakt, weshalb im Weiteren auf das
Mitfihren des ersten Extraktes verzichtet wurde (4.2.1.2).

Auch verschiedene Losungsmittel haben eine unterschiedliche Extraktionsfahigkeit fur Fen-
chelextrakte'. So sind neben dem Verfahren der Extraktgewinnung auch die hier verwendeten
Lésungsmittel Wasser bzw. Ethanol als moglicher Grund, der unterschiedlichen Freisetzung

von gepruften Substanzen im Ethanolextrakt zu sehen.

Die in der Literatur beschrieben Inhaltsstoffe von Fenchel umfassen neben Makronahrstoffen,
Ballaststoffen und Mineralien insbesondere viele Vitamine. Au3erdem sind laut vorausgegan-
gen Studien viele sekundare Pflanzenstoffe wie Flavonoide, Cumarine oder Phytoestrogene
enthalten'® 14182 Da den sekundaren Pflanzenstoffen viele Wirkungen, wie beispielsweise an-
tioxidative, antiinflammatorische oder antikanzerogene Eigenschaften zugesprochen werden,
wurde in dieser Studie das Vorhandensein von Quercetin, Rutin, Methyleugenol, Estragol so-
wie Folsaure mittels HPLC Uberpriift®s.

Die HPLC ist eine gangige, von WHO und vielen weiteren Verbanden akzeptierte und ange-
wandte Methode zur Bestimmung der Inhaltsstoffe von Pflanzenextrakten®®. Besonders fir
Stoffe wie die hier vermuteten Flavonoide ist die HPLC ein geeignetes Verfahren?8. Mittels der
Chromatografie konnten 3 der 5 Fenchelbestandteile nach ihren physikochemischen Eigen-
schaften differenziert und bestimmt werden. Der Nachweis wurde anhand der Deckungsgleich-
heit von Peaks gefihrt, da dies eine gleiche Retentionszeit bedeutet. Allerdings zeigten die
Chromatogramme des Stoffgemischs teilweise Uberlagerungen und nicht ausschlieRlich wie
unter Optimalbedingungen gewiinschte, einzelne Peaks'??. Durch spezifischere Einstellung
der HPLC und des Elutionsgradienten mit dem Ziel, deutlichere Peaks zu erreichen, waren die
Ergebnisse wahrscheinlich deutlicher geworden.

Allerdings erschwert das Vorliegen insbesondere der Flavonoide in Form von glykosidischen
Bindungen, sowie deren Vielfalt an Bindungsmadglichkeiten die Charakterisierung der Inhalts-

stoffe®®128, Auch andere Faktoren, wie der pH-Wert, die Temperatur oder das Losungsmittel
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haben Einfluss auf den Nachweis von Flavonoiden mittels HPLC8'22, Es ist daher davon aus-
zugehen, dass auch die hier nicht nachgewiesenen Substanzen teilweise im Extrakt enthalten
sind.

Eine genauere Bestimmung der Pflanzenextrakte hatte mithilfe weiterer chromatografischer
Verfahren erfolgen kdnnen, da die Verwendung mehrerer verschiedener Verfahren die beste
Praxis darstellt, um pflanzliche Stoffe moglichst genau zu differenzieren®. Da hier aber die
Wirkung des Gesamtextraktes im Vordergrund stand, wurde auf weitere Methoden verzichtet.
Zum Schutz der HPLC-Anlage sowie vor Verfalschungen durch Schwebteilchen, wurden die
Extrakte filtriert und zentrifugiert, wobei nur der Uberstand zugegeben wurde. Dadurch liegt
die Messung des Fenchelextraktes wohl unter der tatsachlichen Aufnahme von Fenchelbe-
standteilen bei normalem Verzehr.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich die Verfahren der Mikrowellenextraktion sowie der
HPLC zwar gut zur Isolierung und Bestimmung von sekundaren Pflanzenstoffen eignen, aller-

dings auch gewisse Grenzen aufweisen.

5.2 DISKUSSION DER SUBSTANZWIRKUNGEN

Nachdem der qualitative Nachweis von Rutin, Estragol und Folsaure mittels HPLC erbracht
werden konnte, sollte das Wirkverhalten des Fenchelextraktes sowie aller Vergleichssubstan-
zen in-vitro beleuchtet und interpretiert werden. Die einzelnen Substanzen werden im Folgen-

den besprochen.

5.2.1 WIRKUNG VON ESTRADIOL

Estradiol wurde als Vergleichssubstanz getestet, da Estrogene, insbesondere Estradiol in der
Literatur als schwach karzinogen beschrieben werden®225. Dieses soll durch Induktion der
Mitose auf rezeptorpositive Mammazellen proliferationssteigernde Aktivitat zeigens.

Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden und es verwundert daher, dass in
den durchgefiihrten Tests nicht nur MCF10a sondern ebenfalls die ER positiven Mammazellen
MCF12a, nahezu unbeeinflusst bleiben. Es stellte sich in keinem der Tests eine signifikante
Steigerung der Viabilitat, oder der Zellproliferation heraus.

Eine mdgliche Erklarung dafir liefern Williams et al. indem sie eine Hemmung der ERa indu-
zierten Proliferation durch antagonistische Wirkung des ERB beschreiben?'®. Durch starkere
Wirkung auf ERB kénnte so die proliferationssteigernde Wirkung Gber ERa teilweise aufgeho-
ben werden. Seegers et al. beschreiben, dass Estradiol in hohen Konzentrationen, zytotoxi-
sche Effekte auf MCF7 Zellen haben kann. Besonders vulnerabel daflir seien Zellen in der
Teilungsphase'®. Die hier verwendete Estradiolkonzentration liegt Gber den physiologischen

Konzentrationen. Laut Effenberger et al. kann allerdings die Affinitat von Estradiol zu den Est-
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rogenrezeptoren a und B durch héhere Estradiolkonzentrationen sinken®. Es darf daher an-
genommen werden, dass sich aufgrund der beschriebenen Effekte sowie der gewahlten Dosis

keine signifikante Viabilitatssteigerung gezeigt hat.

5.2.2 WIRKUNG VON ENDOXIFEN

Als weitere Kontrolle diente die Behandlung der Zellen mit Endoxifen, der biologisch aktiven
Form des SERM Tamoxifen. Diese inhibiert das Wachstum estrogenrezeptorpositiver
Mammagzellen und ist daher das Mittel der Wahl zur Therapie ER+ Tumoren, kommt aber auch
als Off-Label-Use bei benignen Erkrankungen zum Einsatz?%.

In der vorliegenden Arbeit induziert Endoxifen in allen Tests, aber unabhangig vom Rezeptor-
status der Zellen, ausgepragte viabilitdtshemmende und antiproliferative Effekte. Es besteht
nur eine geringfugig starkere Wirkung auf die rezeptorpositiven, im Vergleich zu den -negati-
ven Zellen. In den Messungen zur Stoffwechselaktivitat (Glukose, Laktat, pH-Wert) zeigt der
SERM im Vergleich zu den anderen Stoffen die ausgepragtesten Wirkungen. Die Ergebnisse
fuhren zu der Schlussfolgerung, dass die Wirkung von Endoxifen nicht nur Gber die Estrogen-
rezeptoren bewirkt wird sondern in gro3en Teilen auch Uber andere Mechanismen.

Auch in der Literatur gibt es diesbezlglich bereits mehrere Studien, die eine rezeptorunabhan-
gige Wirkung des Substrates Uber unterschiedliche Mechanismen belegen'®. So werden In-
teraktionen von Tamoxifen mit dem mitochondrialen Energiestoffwechsel mit Veranderungen
der oxidativen Aktivitat sowie der Membranintegritat der Zellen beschrieben'®®. In MCF7 und
MCF10a Zellen induziert Tamoxifen signifikante DNA Schanden mit daraus folgender Zytoto-
xizitat.’8° Auch eine durch Tamoxifen bedingte Sensibilisierung der Zellen fiir NK-Zellen kann
rezeptorunabhangige Zytotoxizitat bedingen??. Weitere Studien belegen Wirkungen tber den
G-Protein gekoppelten Rezeptor GPER1, wofiir Tamoxifen ein reiner Agonist ist®’.

Aufgrund dieser vielfaltigen Studien, die ER unabhangige Mechanismen belegen, ist es gut
erklarbar, dass Endoxifen auch hier auf beide Zellreihen hemmend wirkt.

Die fir Endoxifen beschriebene starke Wirksamkeit konnte hier auch fir benigne Mammazel-

len bestatigt werden.

5.2.3 WIRKUNG VON RUTIN

Das mittels HPLC im Extrakt nachgewiesene Flavonoid Rutin wurde als Vergleichssubstanz
in allen Zelltests mitgefuhrt, um mdgliche Wirkungen des Pflanzenextraktes mit der Wirkung
von Rutin vergleichen zu kénnen. Fir Rutin und seine Derivate wie Quercetin sind bereits eine
Vielzahl verschiedener Wirkungen erforscht (1.6.2.1). Unter anderem wurden auch zytotoxi-
sche und antiproliferative Wirkungen auf Tumorzellen gezeigt®®89-175,

Obwohl mehrere Studien die hemmende Wirkung von Rutin auf diverse Tumorzellen belegen,

konnte dieser Effekt auf benigne Mammazellen in dieser Studie nicht dargestellt werden.
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Die verwendeten Zelltests ergaben uneinheitliche Ergebnisse bezlglich der Wirkung von Ru-
tin. So zeigte sich im Neutralrottest fir MCF12a zwar eine signifikante Hemmung der Zellvia-
bilitat auf 85 % im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle, der CellTiter-Glo-Test von MCF10a
ergab allerdings eine Viabilitatssteigerung auf 107,6 %. Fir die Zellproliferation mittels des
BrdU Test zeigte sich eine leichte, aber nicht signifikante Steigerung des Wachstums. Es kann
anhand dieser Studie daher keine einheitliche Aussage zur Wirkung von Rutin auf die benig-
nen Mammagzelllinien getroffen werden.

Ein mdglicher Grund flr die uneinheitlichen Ergebnisse kann im verwendeten Losungsmittel
DMSO zu sehen sein. Dieses Losungsmittel wurde verwendet, da es zum Lésen aromatischer
Verbindungen wie Rutin gut geeignet ist'*8, Allerdings haben Nguyen et al. gezeigt, dass
DMSO auf viele Zellen, unter anderem auch die Brustkrebszelle MCF7, toxisch wirkt und daher
im Vergleich zu Ethanol und Methanol als Lésungsmittel flr in-vitro-Tests ungeeigneter sei'4.
Auch in der vorliegenden Studie konnte eine deutliche Hemmung der Zellviabilitat und -prolife-
ration der benignen Zellreihen durch DMSO belegt werden. Da die Ergebnisse jeweils im Ver-
haltnis zum Lésungsmittel dargestellt wurden, kdnnten sich mdglicherweise die Einflisse des
Lésungsmittels daher auch auf die vorliegenden Ergebnisse von Rutin ausgewirkt haben.
Eine andere Eigenschaft von Rutin ist die starke Metabolisierung des Stoffes im Colon. Dabei
wird groRtenteils der Zuckerrest abgespalten und vor allem Quercetin bzw. dessen Reaktions-
produkte resorbiert''”:'¢', Dadurch erreicht wohl nur ein kleiner Teil des oral aufgenommen
Rutin in seiner urspringlichen Form die Zellen aul3erhalb des Darmes. Dies stellt moglicher-
weise eine Erklarung der geringen Wirkung auf die Mammazellen dar®.

Alia et al. beschreiben dosisabhéngige Einflisse auf die Wirkung von Rutin'®. Hinsichtlich die-
ser Studie, sowie den uneinheitlichen vorliegenden Ergebnissen, ware die weiterfihrende Un-
tersuchung unterschiedlicher Dosierungen von Rutin auf die benignen Mammazelllinien von

Interesse.

5.2.4 WIRKUNG VON ESTRAGOL

Der Einfluss von Estragol auf den Organismus ist sehr umstritten. Auf der einen Seite werden
karzinogene Effekte des Flavonoids beschrieben, aufgrund derer sogar die EMA vor Gberma-
Rigem Verzehr von Estragol warnt®2. Auf der anderen Seite gibt es aber aktuelle Studien, die
sogar ein eine tumorhemmende Wirkung unter anderem bei Mammkarzinomzellen (MCF7)
beschreiben'?'. Diese kontroverse Situation wurde in der Einleitung bereits eingehend be-
schrieben, soll hier aber im Zusammenhang der Ergebnisse tiefergehend erdrtert werden.

Aufgrund der kontraren Studienlage sowie des Nachweises des Flavonoids auch im vorliegen-
den Fenchelextrakt wurde hier auch die Wirkung der isolierten Substanz auf die benignen

Mammazellen untersucht.
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In dieser Studie konnte keine der unterschiedlichen Meinungen bestarkt oder entkraftigt wer-
den, da sich keine signifikante Wirkung von Estragol auf die beiden Zellreihen zeigte. Die ma-
ximale Wirkung zeigte sich im CytoTox-Glo Test durch einen Rickgang der Zellviabilitat auf
90,6 % (MCF10a), was allerdings auch keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu Kon-
trolle darstellt. Es stellte sich also weder fur die Zellviabilitat noch fur die Zellproliferation ein

relevanter Einfluss von Estragol heraus.

Grinde fir die kontrare Studienlage sind in der Stoffwechselaktivitat des Substrates zu ver-
muten. Es liegen mehrere Studien vor, die eine komplexe Verstoffwechselung von Estragol in
in-vivo Studien belegen®®85178 \/or allem in der Leber wird das Substrat beispielsweise hyd-
roxyliert und sulfoxyliert, wodurch diverse reaktive Verbindungen entstehen, welche mit DNA
interagieren kénnten. Paini et al. beschreiben, dass erst durch diese Metabolisierung der kar-
zinogene Effekt zustande kommt'®5, Wahrend dadurch bei in-vivo Studien ein potentieller kar-
zinogener Effekt der Metabolite nachgewiesen werden kann, ist dies bei direkter Wirkung in
in-vitro Studien nicht der Fall. Bestarkt wird diese Annahme dadurch, dass die Studien von
Lashkari et al., welche eine hemmende Wirkung auf MCF7 Zellen zeigt, in-vitro stattfand, wah-
rend Studien zur Karzinogenitat haufig in-vivo untersucht wurden662178_ Villarini et al. unter-
suchten eine altere, an Mausen proklamierte Hepatotoxizitat von Estragol. In ihrer in-vitro Stu-
die konnten sie diese Wirkung nicht nachweisen, was die Annahme der Wirkung durch in-vivo
gebildete Metabolite ebenfalls bestarkt.

In Betracht der hier verwendeten Mammaepithelzellen ist anzumerken, dass sich die von der
EMA zusammengefassten Studien zur Karzinogenitat von Estragol allesamt auf Tumore der
Leber beziehen®?. Aufgrund der deutlich héheren metabolischen Aktivitat der Leber kénnen
diese Ergebnisse nicht direkt auf die hier verwendeten Mammazellen tibertragen werden'®®.
Es ist daher, zum einen aufgrund des Studiendesigns, zum anderen aufgrund der verwendeten
Zellen nicht verwunderlich, dass in dieser Studie keine karzinogene Aktivitat von Estragol ge-
zeigt werden konnte.

Die von Lashkari et al. beschriebene antiproliferative Wirkung von Estragol auf maligne
Mammazellen (MCF7), konnte bei den hier verwendeten benignen Brustzellen allerdings
ebenfalls nicht bestatigt werden'?'. Ein Grund daflir konnte die unterschiedliche Dignitat der
Zellen darstellen, da maligne Zellen starker proliferieren, kénnten sich dort auch DNA Schaden
starker auswirken'?’. Allerdings ist die Dosierung des Estragols bei Laskari et al. auch deutlich
héher gewahlt als in der vorliegenden Studie, was ebenfalls einen Unterschied ausmachen
konnte, da die Wirkung von Estragol auch dosisabhangig ist’12".

Auch die hepatokarzinogene Wirkung von Estragol ist vorsichtig zu interpretieren, da in den

Studien sehr hohe, nicht physiologische Dosierungen verwendet wurden'®®. Es kann aber nicht
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direkt linear von der Wirkung der hohen Dosis auf niedrigere Dosierungen geschlossen wer-
den, wie die Studie von Schulte-Hubbert et al. belegt. Weshalb diese und andere die Standar-
dannahme der karzinogenen Aktivitat von Estragol, fir niedrigere Dosierungen fir fragwirdig
halten’®193,

Hinzu kommt das haufige Vorliegen von Estragol als Stoffgemisch in Pflanzen, wodurch die
isolierte Wirkung auf den Korper differenziert betrachtet werden sollte®. Auch in Fenchel ist
Estragol als Vielstoffgemisch vorhanden uns ist in diesem Komplex zu betrachten.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Warnung der EMA einerseits ernst genom-
men werden sollte, da sehr hoch dosiertes, isoliertes Estragol eindeutig karzinogenes Potential
aufweist. Ob allerdings Naturprodukte wie Fenchel, die Estragol in einem komplexen Gemisch
enthalten, gefahrlich sind, bleibt offen und sollte, wie auch von der EMA empfohlen, in weiteren
Studien untersucht werden. Viele Wissenschaftler wie beispielsweise Iten und Saller, sehen
im Nutzen-Risiko Verhaltnis, die nutzlichen Aspekte Uberlegen und empfehlen die sachge-

rechte Verwendung von Fencheltee weiterhin%2103,

5.2.5 WIRKUNG VON FOLSAURE

Im Bereich der Neoplasien ist die Relevanz des Folsaurestoffwechsels schon lange bekannt
und Einflisse darauf werden bereits therapeutisch verwendet®®2%, Die Wirkung einer Fols&u-
resupplementierung ist wie unter 1.7 bereits beschrieben, allerdings noch sehr umstritten.

In dem untersuchten Pflanzenextrakt wurde Folsdure ebenfalls identifiziert, weshalb die Wir-
kung auf die Zellreihen untersucht werden sollte.

In den Zelltests wirkte Folsaure bis auf eine Ausnahme (CellTiter-Glo, MCF12a) lediglich nicht-
signifikant, leicht hemmend auf die Zellviabilitat und Proliferation.

Wahrend die Datenlage zur Wirkung von FS auf benigne veranderte Zellen eher gering ist,
liegen fir maligne Zellen mehrere Studien vor. Kim et al. beschreiben in ihrer Ubersichtsarbeit
die komplizierte Situation der Interaktion der Folsaure folgendermalfien: Wahrend ein Folsau-
remangel auf neoplastische Zellen anhand des grolen DNA-Umsatzes hemmend wirkt und
eine Folsauresupplementierung das Krebswachstum férdert, sei dies bei nicht neoplastischen
Zellen genau invers dazu (Abbildung 44). Die genau Art und das Ausmal der inversen Bezie-
hung zwischen Folatstatus und dem Risiko fiir Malignome sei jedoch nicht eindeutig geklart.
Kim et al. schlussfolgern, dass die medizinische Anwendung einer folsdurereichen Erndhrung
daher eine mdgliche Rolle als krebsvorbeugendes Mittel haben kénnte''2. Mit dieser Aussage
kénnen auch die hier ermittelten, leicht viabilitdts- und proliferationshemmenden Ergebnisse

in Einklang gebracht werden.
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Abbildung 44: Theorie des Einfluss von Folsaure (FS) -mangel und -Supplementierung abhangig der Dignitat des
beeinflussten Gewebes. Bei gesunden Zellen senkt FS-Supplementierung das Risiko fir Neoplasien, wohingegen
ein FS-Mangel das Risiko erhéht. Fir neoplastische Zellen trifft eine umgekehrte Wirkung zu. Supplementierung
steigert die Tumorprogression, wohingegen FS-Mangel die Progression verringert. modifiziert nach Kim et al.''?,
erstellt mit ,biorender.com®.

Zusatzlich muss angemerkt werden, dass die hier verwendete synthetische Folsaure in der
Natur nicht in dieser Art, sondern in Poly- oder Monoglutamatform vorliegt'?’. Dieses wird im
Darm verstoffwechselt und resorbiert und spater von den peripheren Zellen meist als Folaure-
monoglutamat aufgenommen. Dort kann es zu Tetrahydrofolat, der aktiven Wirkform der Fol-
saure umgewandelt werden'?’. Die hier verwendete Folsaure kommt in-vivo somit in verander-

ter Form, als hier in-vitro getestet mit den Zellen in Kontakt.

5.2.6 WIRKUNG DES FENCHELEXTRAKTES

Es liegen bereits Studien vor, welche eine Wirkung von Fenchel auf hormonabhangige, ma-
ligne Brustkrebszellen (MCF7) zeigen. So konnte in-vitro eine Wachstumshemmung der Brust-
krebszellen mittels unterschiedlicher Fenchelextrakte dargestellt werden?%2414° Besonders
viele Studien liegen bezlglich der Wirkung isolierter, sekundarer Pflanzenstoffe, wie einzelner
Phytoestrogene und Flavonoide auf Brustkrebs vor. Sowohl in-vitro, in-vivo und epidemiologi-
sche Daten wurde dazu erhoben. Daher ist bekannt, dass Pflanzenstoffe die Proliferation bzw.
Viabilitat von Zellen, teilweise auch gegensatzlich beeinflussen kénnen. So beschreiben
Messina et al., dass Isoflavone in einer Umgebung hoher Estrogenkonzentration anti-estro-
gene Wirkung zeigen, wohingegen sie in einem estrogenarmen Umgebung eine estrogene
Wirkung zeigen'#2. Neuere Studien zeigen allerdings vermehrt eine hemmende Wirkungen der
einzelnen Substanzen auf Brustkrebs. Dabei werden Mechanismen wie die Downregulation
des EGF-Signalwegs, Einflisse auf die Estrogenrezeptoren oder antioxidative Effekte ge-
nannt2'31'34'”8.

Fir benigne Erkrankungen der Brust wie die hier untersuchten Zellen der fibrozystischen

Mastopathie liegen bisher keine Studien in Zusammenhang mit Fenchel vor. Es gibt allerdings
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einige Studien, die eine Wirkung einzelner Phytoestrogene und Flavonoide auf benigne Brus-
terkrankungen zeigen'"12°,

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Auswirkungen des Fenchelextraktes auf die Proliferation
und Viabilitat benigner Brusterkrankungen mittels der fibrozystisch veranderten Mammazellli-
nien MF10a und MCF12a untersucht.

Dabei induzierten die zwei starksten Extrakte (,100 %" und ,, 0 %) fur beide Zelllinien eine
hemmende Wirkung auf die Zellviabilitat bzw. Proliferation. Fir diese zwei Extraktkonzentrati-
onen zeigte sich eine dosisbezogene starkere Hemmung der Zellen durch das héher dosierte
Extrakt. Bei den restlichen, niedriger konzentrierten Extrakten zeigten allerdings lediglich der
noch starkste Extrakt teilweise eine leichte Hemmung der Zellen, wohingegen die schwache-
ren Extrakte inkonsistente, sowohl minimal hemmende als auch steigernde Wirkungen auf Vi-

abilitat und Proliferation zeigten.

Die Feststellung, dass in dieser Arbeit lediglich die starksten Fenchelextrakte hemmende Wir-
kung zeigten, wohingegen die schwachen Extrakte kaum wirken, scheint vor allem an der
niedrigeren Dosierung zu liegen. Es gibt Studien, die fur Brustkrebs bei leichten Phytoestro-
gen-Dosierungen sogar eine proliferationssteigernde Wirkung beschreiben®-143, Auch Lampe
et al. diskutieren in ihrer Arbeit die konzentrationsabhangige Wirkung von Isoflavonoiden und
kommen zu dem Schluss, dass fir die Wirkung hohe Plasmaspiegel vorliegen missen. Sie
begriinden dies unter anderem damit, dass bei westlichen Populationen mit niedrigeren Plas-
makonzentrationen haufig kein Effekt gezeigt werden konnte, bei asiatischen, deren Plasma-
spiegelmeist hoher liegt, aber sehr eindeutig'?. Sak spricht in diesem Zusammenhang von
einem sogenannten Schwelleneffekt, wodurch der Effekt durch die signifikant niedriger konsu-
mierten Mengen in ,westlichen Landern“ wesentlich geringer ausfallen kénnte als in asiati-
schen Landern, da dort eine gewisse Schwellenmenge bereits durch die normale Nahrung
erreicht wird'®. Diese Schwellenwerttheorie liefert eine mogliche Erklarung dafir, dass die
geringer konzentrierten Fenchelextrakte in dieser Studie gar nicht mehr gewirkt haben, wohin-
gegen die starken Extrakte Wirkung zeigten.

Bezuglich der Dosierung der Extrakte ist anzumerken, dass die verwendeten Fenchel-Kon-
zentrationen dieser Studie zwar im Vergleich zu anderen Studien hoch erscheinen mogen. Im
Vergleich zu anderen Arbeiten wurde hier allerdings die feuchte Masse des frischen Fenchels
und keine getrockneten Substrate verwendet, wodurch der prozentuale Anteil wirksamer Stoffe

hier als geringer anzunehmen ist.

Hohe Konzentrationen des Extraktes induzierten in den Zellen hemmende Effekte, wohinge-

gen die im Extrakt nachgewiesenen, einzelnen Substanzen kaum Wirkung zeigten. Ein in der
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Literatur haufig erwahnter Erklarungsversuch fir dieses Problem liegt darin, dass fur die Wir-
kung von Pflanzenextrakten im Allgemeinen weniger Einzelstoffe verantwortlich sind, sondern
die Pflanze viel mehr als komplexes phytochemisches Stoffgemisch insgesamt ihre Wirksam-
keit erhalten®62103.126 55 wurde mehrfach berichtet, dass Pflanzenextrakte ihre Wirksamkeit
verlieren, wenn man sie in ihre einzelnen chemische Bestandteile fraktioniert??°. Es gibt zwar
prominente Beispiele wie den Fingerhut (Digitalis-Glykoside), die zeigen dass es Pflanzen gibt,
bei denen einzelne Substanzen stark selektive Wirkung zeigen'®'. Die Mehrheit der Pflanzen
zeigt ihre Wirkung allerdings nicht durch stark wirksame Monosubstanzen, sondern durch
Wirkstoffgemische'??20, Diese wirken nicht spezifisch an einzelnen zellularen Targets, son-
dern eher als ,Breitbandwirkstoffe“. Das bedeutet, dass die isolierten Stoffe des Vielstoffgemi-
sches keine Wirkung haben und erst als Gesamtheit Wirkung erreichen. Wink erklart diesen
Mechanismus damit, dass die vielfaltigen Stoffe durch ihre Wechselwirkungen zu Konformati-
onsanderungen von Proteinen fihren und so Biomembranen, Transporter und andere Struk-
turen beeinflussen??°22', So fiihrt erst die Gesamtheit der Stoffe zur Konformationsanderung,
wohingegen ein einzelner Stoff noch keine oder zu wenige Veranderungen erreichen kann.
Dadurch kdnnten vor allem tberexprimierte Proteine wie bei Neoplasien gebremst werden?2°,
Auch Liu beschreibt, dass vor allem die additiven und synergistischen Effekte der Phytoche-
mikalien fiir die antioxidative und krebshemmende Wirkung verantwortlich sind'?®.

In diesem Zusammenhang entkraftigen Gori et al. auch die oben beschriebene kanzerogene

Wirkung von Estragol’.

Neben dieser Vielstoffgemisch-Theorie ist anzumerken, dass die Uberpriuften Substanzen nur
einen geringen Teil der in der Pflanze und im Extrakt vorhandenen Stoffe ausmachen. Neben
den hier untersuchten sekundaren Pflanzenstoffen konnte somit eine Vielzahl anderer, nicht
untersuchter Pflanzenstoffe fur die Wirkung mitverantwortlich sein. Neben anderen phenoli-
schen Verbindungen wie Cumarinen und Tanninen liegen laut Literatur noch eine Menge an-
derer Stoffe wie Vitamin C, A und K, Mineralien und Fettsauren in Fenchel vor. Weiterhin gibt
es Hinweise darauf, dass auch Proteine fir einen Teil der Wirkung verantwortlich sein kdnnten.
Zwei Studien von Megeressa et al. stellen Wirkungen auf maligne MCF7 Brustkrebszellen dar,
welche nur auf die aus der Pflanze isolierten Proteine zurlickzufiihren sind'*14°, In ihrer aktu-
ellen Studie fuhren sie diesen Effekt auf die nicht spezifischen Lipidtransferproteine (nsLTP1)
zurtick. Diese zeigen eine streng dosisabhangige, proliferationshemmende Wirkung. Der Wir-
kungsmechanismus dieser Beobachtung ist weiter zu untersuchen. Interessant ware, ob diese
Wirkung auch auf benigne veranderte Brustzellen zutrifft4.

Fenchel ist mit 10-15 % Fett und mehr als 20 verschiedenen Fettsauren reichhaltig an lipid-
haltigen Bestandteilen'®'". Darunter auch eine groBe Zahl an Omega-3-Fettsauren, deren

Wirkung vielfach untersucht wurde. Die Review-Arbeiten von Fabian et al. und Nindrea et al.
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fassen Ergebnisse vieler Arbeiten zu Omega-3-Fettsduren zusammen und bestatigen einen
positiven Effekt auf die Risikoreduktion von Brustkrebs®:1%,

Da es keine Studien zur Wirkung von Fenchel auf derartige Zellen gibt, kbnnen die Ergebnisse
lediglich mit der Wirkung auf maligne Zellen, oder aber mit der Wirkung ahnlicher Stoffe auf
ebenfalls benigne veranderten Mammazellen verglichen werden. Dazu bestatigen Langzeit-
untersuchungen bei Patientinnen mit fibrozystischer Mastopathie subjektive und objektive phy-
toestrogen assoziierte Besserungen. Die Ernahrungsanderung geht mit einem Rickgang der
Beschwerden sowie mit szintigraphisch nachweisbarer Aktivitatsminderung einher®. Wu et al.
untersuchten, ob die Haufigkeit von Fibroadenomen durch flavonoidreiche Sojaprodukte be-
einflusst wird und fanden ein nicht-signifikant reduziertes Risiko fiur Fibroadenome sowohl mit
Proliferationen als auch mit Atypien??*. Mirghafourvand et al. verglichen die Wirkung von Lein-
samen auf zyklische Mastalgie und fanden signifikant reduzierte Brustschmerzen in der Fall-
gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nach zwei Monaten'4. So gibt es flr diese, haufig mit
fibrozystischer Mastopathie assoziierten Schmerzen, bereits Therapieempfehlungen, die eine
vermehrte Aufnahme der isoflavonreichen Leinsamen einschlieRen?®®. Die Arbeit von
Kishakevich et al. zeigte die Auswirkung einer 6-monatigen Einnahme von Phytoestrogenen
auf sonographisch detektiere Bruststrukturen bei Frauen mit und ohne fibrozystischer Veran-
derungen. Sie stellten eine verringerte Gewebedichte und eine verringerte Zystenanzahl und
-gréRRe nach Einnahme der Phytoestrogene fest??®. Eine der wenigen epidemiologischen Stu-
dien, die auch den Einfluss auf benigne Brusterkrankungen betrachtet hat, beschreibt fir fib-
rozystische Mastopathie den gleichen Effekt wie bei Brustkrebs. Die zunehmende Isoflavon-
Zufuhr mit steigenden Plasmakonzentrationen reduziert das Risiko fur proliferative und nicht-

proliferative fibrozystische Veranderungen der Brustdriise'?.

Zusammenfassend kann gesagt werden dass der Fenchelextrakt ein hemmende Wirkung und
keine proliferationssteigernde Wirkung gezeigt hat. Daher ist diesem Extrakt eher eine protek-
tive Wirkung fir diese Brusterkrankungen zuzuschreiben, wohingegen eine kanzerogene Wir-
kung aufgrund des enthaltenen Estragols nicht belegt werden konnte. Die beobachtete Wir-

kung kann jedoch keinem der isoliert untersuchten Inhaltsstoffe zugeschrieben werden.

5.2.7 ZELLLINIEN IM VERGLEICH

In vergleichender Betrachtung der beiden Zelllinien fallt auf, dass sich die Wirkung der Sub-
stanzen auf Viabilitat und Proliferation teils deutlich unterscheidet. Im CellTiter-Glo-Test unter-

scheiden sich besonders der 100 % und der 50 % Extrakt zwischen den Zelllinien.
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Fir den BrdU-Zellproliferationstest werden bei den drei starksten Extrakten sowie bei Endoxi-
fen klare Unterschiede deutlich. Im CytoTox-Glo-Test dagegen zeigen sich kaum stark unter-
schiedliche Wirkungen zwischen MCF10a und MCF12a. Einzig die Wirkung vom 20 % Extrakt
unterscheidet sich deutlich.

Die Ergebnisse des Neutralrottest zeigen die deutlichsten Unterschiede zwischen den zwei
Mammazelllinien.

Nicht alle der Unterschiede zeigen sich jedoch statistisch signifikant. Tabelle 12 stellt die Un-
terschiede der relevanten Stoffgruppen dar, wobei die griin hinterlegten Ergebnisse einen sta-

tistisch signifikanten Unterschied zwischen MCF10a und MCF12a zeigten.

Tabelle 12: Zelllinienabhangige unterschiede der wirksamen Extrakte. in % der Zellviabilitat / Proliferation. ER- =
MCF10a, ER+ 2 MCF12a, griin 2 signifikanter Unterschied, grau 2 nicht signifikant

100 % Extrakt 50 % Extrakt 20 % Extrakt
ER- ER+ ER- ER+ ER- ER+
Cell-Titer-Glo® 32,9 % 13,7 % 44,5 % 84,8 %
BrdU-Test 37,7% 19 % 66,6 % 37,1 % 104,4 % 71,8 %
Cyto-Tox-Glo™ 94,9 % 67,2 %
Neutralrot-Test 69 % 7,7 % 86,5 % 12,2 % 105 % 83,9 %

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zellreihe MCF12a in fast allen Zelltests eine
starkere Viabilitats- und Proliferationshemmung durch den Fenchelextrakt zeigt. Auf die Triple-
negativen MCF10a Zellen stellte sich im Vergleich dazu geringere Wirkungen heraus. Dies
betrifft jeweils die drei starksten Extrakte, wohingegen fir die restlichen Extrakte aufgrund ihrer

geringen Wirkung kein Unterschied ausgemacht werden kann.

Diese Ergebnisse legt unter anderem eine Wirkung des Extraktes Uber die Hormonrezeptoren
nahe. Verantwortlich dafir kénnten vor allem Phytoestrogene sein, welche Uber die Estrogen-
rezeptoren ihre antiproliferativen Effekt bewirken kénnen. Dieser Effekt wird in der Literatur
erst mit hohen Phytoestrogenkonzentrationen beschrieben, wohingegen niedrige Dosierungen
auch proliferationssteigernd wirken kénnten?>%2, Die vorliegenden Ergebnisse passen zu die-
sen Studien, da auch hier nur die hohen Dosen ihre Wirkung entfalten, wohingegen die nied-
rigen, kaum, oder teils minimal proliferationssteigernde Wirkung zeigen.

Da allerdings die Extrakte auch auf die ER negativen MCF10a Zellen eine gewisse Wirkung
zeigen, ist davon auszugehen, dass der Extrakt auch Uber nicht-rezeptorabhangige Mecha-
nismen seine Wirkung entfaltet. ER-unabhangige Signalwege wie die Beeinflussung antient-

zundlicher und antioxidativer Enzyme, Rezeptortyrosinkinasen oder epigenetische Einflisse
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wie DNA-Methylierung kdnnen auch in Triple-negativen Zellen wie MCF10a, potentiell wirksam
sein2'117'196.

Zur zellspezifischen Wirkung ist anzumerken, dass fir MCF12a kontrare Studien bezliglich
des Rezeptorstatus der Zellen vorliegen. Einige Studien stimmen nicht mit dem hier untersuch-
ten Resultat als rezeptorpositive Zelllinie ein, sondern beschreiben MCF12a als rezeptornega-
tiv206.207 Diese Studien schlieBen allerdings ihre Ergebnisse teilweise lediglich aus einer nicht
vorhandene Wirkung auf Estradiol, was nicht dem Rezeptorstatus gleichgesetzt werden
sollte?®”. Sweeney et al. erklaren die teils verschiedenen Ergebnissen durch die Beobachtung,
dass der Rezeptorstatus der Zelllinien teils von Labor zu Labor leicht variiert. Durch die im-
munhistologischen Tests konnte gezeigt werden, dass in der vorliegenden Arbeit Hormonre-

zeptor-positive Zellen verwendet wurden.

Die starkere antiproliferative Wirkung auf die MCF12a Zellen, ist insbesondere daher interes-
sant, da das Gewebe, aus der diese Zellen urspringlich isoliert wurden, fibrozystische Veran-
derungen, insbesondere mit intraduktalen Hyperplasien und Atypien aufwies. Da dieser Zelltyp
mit einem leicht erhéhten Mammakarzinom-Risiko einhergeht (1.2.3), kénnte der Fenchelex-
trakt zum einen mastopathische Veranderungen positiv beeinflussen sowie auch karzinopro-
tektive Wirkung haben®. Eine karzinoprotektive Wirkung kann auch in der Literatur beschrie-
benen antientziindlichen und antioxidativen Effekten zu sehen sein. Die reduzierten Oxidan-
tien und geringere Entzindungszeichen durch polyphenolreiche Diat sind bezuglich des
Krebsgeschehens als Langzeitwirkungen aufzufassen, wohingegen sie auf andere benigne
Brusterkrankungen wie Mastitiden auch forderlich sein konnten3"171,

Andere Autoren wie Adlercreutz et al. merken aber an, dass gerade diese Langzeitwirkungen
erst dadurch zur Wirkung kommen kénnten, wenn Phytoestrogene bereits in frihen Alter kon-
sumiert wirden. Allerdings gibt es auch Hinweise darauf, dass ein Ubermafiger Konsum im
Kindesalter zu einer friihzeitigen Thelarche fluhren kénnte, weshalb ein zu hoher Konsum nicht

zu empfehlen sei'®.

5.3 METHODENKRITIK

Im Folgenden sollen mégliche Fehlerquellen und limitierende Faktoren innerhalb der Arbeits-
schritte aufgedeckt werden und so eine sachgerechte Interpretation der Ergebnisse ermdéglicht

werden.

5.3.1 ZELLLINIEN

Bei beiden verwendeten Zelllinien (MCF10a und MCF12a) handelt es sich um adhéarente, im-

mortalisierte epitheliale Monolayerkulturen'*16.184 Derartige Zelllinien werden durch das Ein-
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wirken mutagener Agenzien etabliert, welche das Aussetzen von Mechanismen, die das Rep-
likationspotential der Zellen begrenzen erreicht. Dazu gehoéren beispielsweise durch unphysi-
ologische Bedingungen, Gentransfer oder einbringen viraler Proteine erzwungene Mutationen
von Tumorsupressorgenen'®?. Immortalisierte Zellen haben den Vorteil, dass sie sehr gut ver-
fugbar sind und dabei Uber lange Zeitraume relativ konstante Eigenschaften zeigen. Allerdings
fuhren die Mechanismen, die zur Immortalisierung der Zellen fiihren, zu erheblichen Anderun-
gen der Zellphysiologie und es wurden teils deutliche Unterschiede im Vergleich zu den Pri-
marzellen festgestellt'®?. Besonders fiir die auch hier benutzen benignen Zelllinien ist dieser
Effekt zu berlcksichtigen, da im Vergleich zu den immortalisierten Zellen, nicht-immortalisierte
Zellen kein uneingeschranktes Replikationspotential besitzen. Es ist daher zu beachten, dass
immortalisierte Zellen eine etwas ahnlichere Physiologie zu malignen Zellen haben'’®. Pas-
send dazu zeigten Sweeney et al. ein Entartungsverhalten von MCF12a in hohen Zellpassa-
gen?”’. Um dieses zu minimieren, wurden hier lediglich niedrigere Zellpassagen (< 30) fir die

Tests verwendet.

Die den Testreihen vorausgehende optische Zellzahlung in einer Zahlkammer stellt den Ver-
such einer Standardisierung der Zellzahl dar. Dieses Verfahren kann jedoch als potentielle
Fehlerquelle Auswirkungen auf alle weiteren Arbeitsschritte haben, da Fehler zu einer Ande-
rung der Zellkonfluenz und damit der Testbedingungen flihren’'%2, So fiihrt beispielsweise
ungenugendes Durchmischen oder zu geringe Anfarbung mit Trypanblau zu Fehlern der
Quantifizierung. Eine exaktere Alternative ware die Zellzdhlung mittels automatisierter Zahlge-
rate, deren Messung auf dem Erfassen elektrischer Widerstande oder per digitaler Bildanalyse
erfolgt'®2.

In-vitro Arbeiten sind gut geeignet um erste Wirkungen von Stoffen auf Zellen zu testen. Dabei
ist die Ubertragbarkeit auf das urspriingliche Gewebe allerdings haufig deutlich eingeschrankt.
So stellt zum Beispiel die Zusammenwirkung von Mammazellen und dem umliegenden Binde-
gewebe einen wichtigen Mechanismus in der Differenzierung des Mammaepithels dar®"'3".
Speziell bei der fibrozystischer Mastopathie ist die Anordnung der Zellsysteme relevant. Die
Verlegung von Drusenlumina durch Stromafibrose, sowie die daraus folgende zystische Dila-
tation kann nur in komplexen Zellsystemen zustande kommen, ist fur die klinische Symptoma-
tik aber von groRer Bedeutung®2°®. Qu et al. haben die Unterschiede zwischen Monolayerkul-
turen und dreidimensionalen Zellkulturen fur Brustzellen untersucht und sind zu dem Schluss
gekommen, dass 3D-Kulturen besser geeignet sind, um dem in-vivo Brustgewebe naher zu-

kommen'’®. Hiibner et al. merken an, dass intakte Tumoren (in-vivo) teilweise Eigenschaften
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haben, welche sekundare Pflanzenstoffe unwirksam machen kénnen®. Auerdem sei die Wir-
kung von Phytoestrogenen von weiteren Faktoren wie dem Alter, dem Gesundheitszustand
sowie der Darmmikroflora abhange, was sich in-vitro nicht zeigen wiirde®173,

Als weiterfihrender Untersuchungsansatz kdnnten dreidimensionale Zellkulturen die beschrie-
bene Problematik also verringern, da diese eine hdhere Analogie zum Ursprungsgewebe auf-

weisen und so der realen Situation naher kommen137:179.207,

Aulerdem umgeht die direkte Applikation von Vielstoffgemischen auf Zellsystem den wichti-
gen Faktor der Metabolisierung und Bioverfligbarkeit einzelner Substanzen in-vivo'”3. Wie be-
reits zu Rutin angemerkt, werden sehr viele Pflanzenstoffe metabolisiert. Es kann daher nicht
sicher gesagt werden, dass alle im Fenchelextrakt vorhandenen Stoffe, die in-vitro auf die
Zellen wirken, in-vivo auch wirklich in dieser Zusammensetzung auf die Zellen wirken war-
den™*175, Aus diesem Aspekt ergeben sich in-vivo vermutlich weitere interindividuelle Unter-

schiede, die unter anderem von der Darmmikroflora abhangen.

5.3.2 IN-VITRO TESTVERFAHREN

Generell kbnnen bei in-vitro Testverfahren Fehler durch eine unterschiedlich homogene Aus-
saat in den Wells, Unterschiede im Pipettiervorgang, Abweichungen der Inkubationszeit sowie
durch Einflisse der Trypsinierung im Passagierprozess entstehen. Um diese Effekte sowie
zuféllige Effekte zu minimieren, wurde fur jeden Test eine Testserie von drei unabhangigen
Tests erstellt. Diese erfolgten zeitlich getrennt an verschiedenen Zellpassagen (n=3). Inner-
halb der Testserien wurden, um zufallige Effekte zu eliminieren, je mindestens drei Wells pro

Substanz gepruft und deren Mittelwert berechnet.

Der Cell-Titer-Glo® Test basiert auf einer ATP-abhangigen Lumineszenzmessung. Dieses Ver-
fahren ist schon lang bekannt und wird vielfach angewendet. Petty et al. beschreiben die Uber-
legenheit des ATP abhangigen Tests gegeniiber dem alternativ verwendeten MTT-Test'"°.
ATP Tests sind sehr sensitiv und kénnen Unterschiede von wenigen Zellen feststellen'®. So
kann der Cell-Titer-Glo® Test weniger als 15 Zellen pro Well unterscheiden. Auf einige Beson-
derheiten muss allerdings geachtet werden, um mdglichst genaue Messergebnisse zu erzie-
len. So hat die Temperatur der Tests einen Einfluss auf das Messergebnis, da die wichtige
Luciferasereaktion eine Temperaturabhangigkeit zeigt. Aullerdem kann es bei durchsichtigen
Wellplatten zu einer Verfalschung der Messwerte durch Uberstrahlen aus nebenliegenden
Wells kommen. Auch im Medium enthaltene Stoffe kdnnten beispielsweise durch ihre Farbung
die Leuchtkraft der Tests beeinflussen?'®. Diese Schwierigkeiten wurden durch Mitfihren von

Medium-Kontrollwells, sowie Verwendung undurchsichtiger Wellplatten und zeitlich standardi-
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sierter Inkubation bei RT vor jeder Messung minimiert. Nicht direkt beeinflussbar kénnten al-
lerdings Interaktion von Bestandteilen der Extrakte oder des Mediums auf Teile der Lucifera-
sereaktion sein'?. Fir die verwendeten Medien gibt es diesbezliglich in der Literatur allerdings
keine Belege, und auch fir die Extrakte zeigten sich keine Hinweise der Beeinflussung im
CellTiter-Glo® Test.

Der Neutralrot Test ist einer der am haufigsten verwendeten Tests zur Messung der Zellviabi-
litat /-toxizitat, ist sensitiver und einfacher durchzufiihren als vergleichbare Tests wie der LDH
Test'8. Auch dieser Test besitzt allerdings eine gewisse Storanfalligkeit, wie bereits Bouallagui
et al. beschrieben. So kénnte der haufige Waschvorgang zum Abldsen vitaler Zellen am Boden
der Wells fiihren und so eine erhohte Zytotoxizitat vortauschen®’. Gelegentlich kann es durch
Interaktionen des Farbstoffes mit verwendeten Substraten zur Ausfallung von Kristallen kom-
men, welche ebenfalls zur Uberschatzung der toxischen Wirkung fiihren wiirde'®. Da dieses
Phanomen auch hier anfangs auftrat, wurde vom Standardprotokoll leicht abgewichen und die
Kristallbildung so durch angepassten pH Wert sowie verbesserte Waschschritte vermieden
(3.2.5.3). Die fehlende Kristallbildung wurde mikroskopisch kontrolliert. Au3erdem konnte die
Rotfarbung des verwendeten Mediums die Auswertung des kolorimetrischen Tests beeinflus-
sen, weshalb das Medium zu Beginn durch farbfreies Medium ersetzt wurde. Durch diese An-

passungen konnten insgesamt gute Ergebnisse erzielt werden.

Der Nachweis der Zellproliferation mittels des Einbaus von Bromdesoxiuridin in die Zell-DNA
ist ein altes, Uber viele Jahre verbessertes Verfahren und wird haufig verwendet’”'728_ Da
endogene Substanzen den Einbau von BrdU hemmen kdénnten, sollten nur vorgetestete Kul-
turmedien verwendet werden, was fir die hier verwendeten Medien der Fall war. Des Weiteren
sollte auf gedampftes Licht geachtet werden, da sich Teile der Basenanaloga bei grellem Licht
leicht zersetzen kénnen’’. Durch die kolorimetrische Messung kénnen unterschiedliche Wel-
lenlangen des ELISA-Readers zu abweichenden Ergebnissen kommen. Der BrdU-Test wird
als temperaturempfindlich beschrieben, was durch genaues halten an das Protokoll allerdings
keine Probleme zeigte.

Der Cyto-Tox-Glo™ Test von Promega ist verglichen mit anderen Tests ein relativ neuer Test,
der sowohl zu Bestimmung der Zytotoxizitat als auch der Zellviabilitat geeignet ist, welche in
zwei Schritten bestimmt werden kénnen'”’. Fir diesen Test sind allerdings mehrere Storfak-
toren beschrieben, die zeigen, dass der Test anfalliger sein konnte, als vergleichbare®177,
Zellkulturmedien kdénnen in geringen Mengen die zur Messung verwendeten Proteasen ent-
halten, die Protease zeigt temperaturabhangiges Verhalten und das AAF-Glo-Substrat ist licht-
anfallig'”’. Diese Probleme konnten aber durch Vermeidung dieser Einflisse sowie das Mit-

fuhren von Hintergrundkontrollen minimiert werden. Nichtsdestotrotz lieferten die Ergebnisse
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zur Zytotoxizitat zu geringe und nicht verwertbare Ergebnisse. Die ebenfalls beschriebene
Messung der Zellviabilitat zeigte dagegen verwertbare Resultate. In der Literatur werden meh-
rere Substanzen beschrieben, die das AAF-Glo-Substrat, so wie die freigesetzten Proteasen
beeinflussen oder abbauen konnen'%'77. Darunter auch hohe Konzentrationen tierischen Se-
rums oder des ebenfalls im Medium enthaltenen Phenolrot. Eine Interaktion mit den verwen-
deten Kontrollsubstraten oder dem Extrakt ist daher nicht auszuschliel3en. Diese Interaktionen
kénnten eine Erklarung fir die unzureichenden Ergebnisse der direkten Toxizitdtsmessung
sein. Denn im Vergleich zur spateren Viabilitatsmessung, wo die Proteasen schlagartig durch
das Lysereagenz freigesetzt und direkt anschlieRend gemessen werden, werden die Pro-
teasen zur Messung der Zytotoxizitat Gber einen langeren Zeitraum freigesetzt und kénnten
daher bis zu der Messung bereits mit anderen vorliegenden Substanzen interagieren und ab-
gebaut werden. Dadurch wirden sich geringere sowie eventuell interaktionsabhangige Resul-
tate ergeben. Da die Messung der Viabilitat gute Ergebnisse zeigte, wurden diese zur Ergeb-

nisdarstellung des CytoTox-Glo™ Test verwendet.

Durch die Messung von Glukose, Laktat und pH-Wert im Zelliberstand sollte zusatzlich zu den
Zelltests Parameter bestimmt werden, die die Stoffwechsellage der Zellen naher charakteri-
sieren. Zellen wandeln beispielsweise unter Stress zur Energiegewinnung vermehrt Glukose
in Laktat um anstatt oxidative Phosphorylierung zu betreiben, was einen Einfluss auf die Glu-
kosekonzentration sowie durch vermehrtes Laktat, auch auf den pH-Wert hat®'2°, Weitere der
vermuteten Mechanismen, die zu Veranderungen der Werte flihren kénnten, sind in der Ein-
leitung bereits beschrieben (3.2.5.5 & 3.2.5.6). Die Mechanismen die zu derartigen Verande-
rungen fihren wirden, sind allerdings komplex, beeinflussen sich gegenseitig oder wirken sich
gegensatzlich auf die gemessenen Parameter aus. So kénnte zum Beispiel zwar durch toxi-
sche Effekte Zellen lysiert werden, wodurch Glukose frei werden und anschlieRend weniger
Glukose verbraucht werden wirde. Bevor es aber zur Zelllyse kommt, kdnnten die Zellen auf
den vermehrten Stress auch reagieren, indem sie vermehrt anaerobe Glykolyse betreiben und
mehr Glukose verbrauchen, wodurch das Laktat steigen und der pH Wert fallen wirde. Die
beiden Effekte wirden sich im Endergebnis der Messung somit teilweise aufheben. Dies
kénnte erklaren, weshalb in den Untersuchungen fir Glukose, Laktat und pH-Wert kaum Ef-
fekte gezeigt werden konnten. Einen eindeutigen Effekt auf alle drei Parameter stellte sich
lediglich flr Endoxifen dar. Dass die starksten Extrakte, die in den anderen Tests eine Wirkung
hatten, hier keine deutlichen Ergebnisse liefern, kdnnte zusatzlich an der Zusammensetzung
der Extrakte liegen, welche vermutlich selbst auch Glukose enthalten. Um belastbarere Aus-
sagen anhand dieser Stoffwechselprodukte treffen zu kdnnen, missten vertiefende Studien

durchgefiihrt und die Extrakte noch genauer untersucht werden. Hier sollten die Stoffe lediglich

78



DISKUSSION

zusatzliche Hinweise liefern, wohingegen die besser zu vergleichenden in-vitro Zelltests die

belastbaren Daten liefern sollten.

5.3.3 EXTRAKTE (EXTRAKTIONSMETHODEN UND EXTRAKTANALYTIK)

Die Herstellung von Pflanzenextrakten mittels Mikrowellenverfahren wird in der Literatur als
geeignetes Verfahren zur Extraktion sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe wie Flavonoide be-
schrieben.”'8” Auch in dieser Arbeit zeigte sich die Uberlegenheit dieser Methode gegeniiber
des wassrigen Aufbriihens. Wobei die Herstellung des wassrigen Extraktes fur weitere Studien
optimiert werden kénnte. Um die Denaturierung teils enthaltener Pflanzenstoffe zu verhindern,
sollte die Wassertemperatur gesenkt werden und die Ziehdauer konnte weiter optimiert wer-
den''. Auch konnten andere in der Literatur beschriebene, komplexere Extraktionsmethoden
wie die Methode nach Luyengi verwendet werden, die beispielsweise durch Trocknen und
mehrere Losungsmittel einen hoheren Wirkstoffgehalt erreichen konnen®%'3%. Im Vergleich zu
anderen Studien an Fenchel wurde der Pflanzenanteil wie bereits erwahnt, nicht getrocknet,
sondern die frische Pflanze verwendet, wodurch es zu einer Verdinnung des Extraktes im
Vergleich zu Trockensubstanzextrakten kam. Der hier verwendete Zwiebelfenchel (F. vulgare
Ssp. vulgare var. azoricum) weicht von den in anderen Studien haufig verwendetem Bitterfen-
chel (F. vulgare ssp. vulgare var. vulgare) ab. Dadurch ist die exakte Vergleichbarkeit mit an-
deren Studien nicht immer gegeben. Da sich die Inhaltsstoffe in groRen Teilen aber decken
sowie ohnehin jede Pflanze eine individuelle Zusammensetzung hat, ist eine vergleichende
Betrachtung trotzdem als vertretbar anzusehen'®''4. Da fiir die Extraktherstellung konventio-
nell angebauter Fenchel verwendet wurde, ware es theoretisch denkbar, dass ein Teil der
Wirkungen durch Verunreinigungen der Pflanze wie beispielsweise durch Pestizide bedingt
ist. Dies hatte durch Verwenden einer biologisch angebauten Pflanze zumindest teilweise ver-

hindert werden kdnnen.

Bei der Extraktanalyse mittel HPLC waren die Ergebnisse nicht besonders stark ausgepragt,
was zu einer erschwerten Analyse fuhrte. Hintergrund dieser Resultate kdnnen in der Metho-
dendurchflihrung der HPLC gesehen werden und missen daher kritisch betrachtet werden.
Zum einen sind die Ergebnisse bei einer Zwei-Phasen HPLC von dem Gradient der Phasen
abhangig. Durch Optimieren des Elutionsgradienten hatten die Substanzen mdglicherweise
besser getrennt werden kénnen und die Ergebnisse waren dadurch besser zu interpretieren
gewesen’>'?2. Durch einen langsameren Durchfluss der Extrakte hatte eine Uberlagerung der
Peaks moglicherweise besser vermieden werden kdnnen’3197:122 AuRerdem existieren unter-
schiedliche Versuchsbedingungen, um eine héhere Flavonoidbilanz mittel HPLC erzielen zu
kdénnen. Hertog et al. gelang der grofite Ertrag eines Quercetin-Aglycons in einer Extraktlésung
von 50 % Methanol mit 1,2 M HCL, welche fir 2 h bei 90 °C einem Ruckflusskuhler zugefiihrt
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wurden®. In einer Arbeit von Nuutila et al. fiihrten ahnliche Versuchsbedingungen zu den deut-
lichsten Ergebnissen, welche durch den Zusatz von Ascorbinsaure weiter verbessert werden
konnten'’. Lombard et al. erzielten aber auch mit einem starker ethanolischen Extrakt gute
Ergebnisse'®. Diese Aspekte wurden in dieser Studie nicht genauer eruiert, wobei dadurch
maoglicherweise bessere Ergebnisse zu erreichen gewesen waren.

Ein anderer Aspekt, der fir die Auswertung von HPLC Ergebnissen beachtet werden muss,
ist die Wellenlange des Detektors. So kénnte die Einstellung der Wellenlange zu variierenden
Absorbanzen fiihren?'46. Daher wird diese in der Literatur je nach zu erwarteten Inhaltsstoffen
und Versuchsbedingungen teils different gewahlt. Fir das Flavonoid Quercetin erreichten
Rice-Evans et al. bei einer Wellenlange von 371 nm die hdchste Absorbanz, wohingegen Lom-
bard et al. eine Wellenlange von 261 nm verwendeten'?3184 Aber auch bei 254 nm der hier
verwendeten Wellenlange wurden gute Ergebnisse erzielt. Lombard et al. bestatigen dabei die
Moglichkeit verschiedener Messbereiche zur Detektion der Flavonoide'?. Dies substanzspe-
zifisch optimale Wellenlangen kdénnten erklaren, warum es in den HPLC-Ergebnissen mit kon-
stant gewahlter Wellenlange einen deutlichen Peak fir Rutin gab, dieser fir andere Stoffe aber
geringer ausfiel.

Die Tatsache, dass Flavonoide haufig glykosidisch gebunden vorliegen, erschwert die chro-
matografische Detektion der Grundsubstanzen deutlich®'2, So missten, um den genauen
Anteil des Aglykons bestimmen zu kénnen, die glykosidischen Bindungen vor der Untersu-
chung beispielsweise mit Salzsaure hydrolysiert werden8®'%”. Dieses Vorgehen wiirde aller-
dings wiederum andere Inhaltsstoffe ebenfalls stark beeinflussen, ware aber ein wesentlicher
Schritt, um prazisere Quantifizierungen zu erméglichen®®?2%, Zudem ist das Zugeben von An-
tioxidantien wie Ascorbinsaure zu diskutieren, da laut Van der Woude et al. so die Aglykon-
Ausbeute zusatzlich erhoht werden kann. Durch Beachtung dieser Aspekte konnten vermutlich
detailliertere Ergebnisse erreicht werden, ware jedoch mit einem bedeutenden Mehraufwand

verbunden.
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Da nach wie vor kaum weitere Studien zur Wirkung von Fenchel auf benigne Erkrankungen
der Mamma vorliegen, sollten die vorliegenden Ergebnisse weiter vertieft werden. Flr andere
Pflanzen wie Leinsamen werden bereits zur Therapie benigner Brusterkrankungen eingesetzt
und zeigen schmerzmildernde Effekte?®. Dies ware aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
auch fur Fenchel gut denkbar. Die hier gezeigte wachstumshemmende Wirkung sollte mit der
teils kontroverse Studienlage zur Wirkung einzelner Phytoestrogene verglichen werden. Dafir
miissen weitere Studien zur Wirkung des Extraktes angeschlossen werden. Um eine Uber-
tragbarkeit dieser Arbeit auf komplexe Organismen zu erkennen, waren vor allem weiterge-
hende in-vivo Studien zur Wirkung des Fenchels von grolem Interesse. Damit kdnnten mog-
licherweise die unter 1.6.2.1 beschriebenen Metabolisierungen besser untersucht werden.
In-vivo Studien waren allerdings wesentlich komplexer und schwieriger, da viele weitere Ein-
flussgréRen die Pharmakodynamik und -kinetik beeinflussen kdnnten. So hangt die Bioverfug-
barkeit vieler Pflanzenstoffe unter anderem von zellularen Transportmechanismen, bakterieller
Darmflora, genetischer Disposition sowie der Wechselwirkung mit anderen Stoffen ab8"117:161,
Fur maligne Brustzellen gibt es beispielsweise bereits Hinweise einer Interaktion von Phyto-
estrogenen und Zytostatika'®. Auch die Wechselwirkung des Fenchelextraktes mit anderen

Medikamenten ist zur umfanglichen Beschreibung des Extraktes von weiterem Interesse.

Aufgrund der Diskrepanz zwischen der Wirkung des Fenchelextraktes und der nicht vorhan-
denen Wirkung der Einzelstoffe sollten die Inhaltsstoffe des Extraktes weiter analysiert wer-
den. AnschlielRend waren weiter Untersuchungen der Einzelstoffe auf die benigne Mammazel-
len von Interesse, um zu ergriinden, ob die anfangs vermuteten Phytoestrogene tUberhaupt fur
die Wirkung verantwortlich sind oder ob andere Stoffe wie die teilweise beschriebenen Prote-
ine eher dafir verantwortlich sind'°. Aufgrund der vielfach beschriebenen synergistischen Ef-
fekte von sekundaren Pflanzenstoffen ware auch die Untersuchung der Wirkung von Kombi-

nationen der analysierten Pflanzenstoffe interessant’?®,

Klinisch interessant ist vor allem die Wirkung auf MCF12a, da dort Atypien vorliegen, wodurch
ein erhdhtes Risiko zur Entartung der Zellen besteht, welches durch das Extrakt verhindert
werden kann. Die Relevanz der Zellen ohne Atypien ist aufgrund der Haufigkeit und des Lei-
densdrucks vieler Frauen allerdings auch nicht zu vernachlassigen. So ist auch die Wirkung
des Extraktes auf die ER negativen MCF10a Zellen von Bedeutung und weiter zu verfolgen.
Allerdings wirft die Wirkung auf die ER negativen Zellen die Frage nach den Wirkmechanismen
des Extraktes auf. Denn offensichtlich liegt die Wirksamkeit des Extraktes nicht nur an dem
Einfluss auf die Estrogenrezeptoren. Daher ware es interessant, weitere Rezeptoren wie EGF

oder TGF, Uber welche auch Tamoxifen potentiell Wirken kénnte, sowie rezeptorunabhangige
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Wege in Bezug auf das Fenchelextrakt weitergehen zu untersuchen, um die Wirkung auf die

ER- benignen Zellen besser erklaren zu kénnen®:18,

Eine zentrale Frage, die weiterhin offenbleibt, ist, ob der Fenchelextrakt auch auf gesunde,
nicht veranderte Zellen ebenfalls eine viabilitits- und proliferationshemmende Wirkung hat.
Weu-Domschke konnte diese Wirkung fur ein Leinwurzelextrakt bereits belegen und sieht da-
rin Potential im Rahmen der Primarpravention von Brusterkrankungen®®. Dieser Frage sollte
auch fur Fenchel in weiteren Studien nachgegangen werden.

Die Warnung vor Estragol sollte auch nach dieser Studie weiterhin ernst genommen werden,
auch wenn diese eher darauf hinweist, dass durch den Estragolgehalt in Fenchel keine Gefahr
auszugehen scheint®2. Dies misste allerdings in randomisierten, kontrollierten Studien ge-
nauer untersucht und besser belegt werden. Die Ergebnisse bestarken die haufig erwahnte
Meinung, dass die Warnung vor allem auf hoch dosierte Nahrungserganzungsmittel und we-
niger auf Pflanzengemische mit Estragol zutreffen®276.192 Ausblickend konnte durch weitere
umfangreichere Studien in Zukunft méglicherweise gezeigt werden, dass Estragol in normalen

Mengen in Pflanzengemischen keine Gefahr darstellt.
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VII. ZUSAMMENFASSUNG

Gutartige Erkrankungen der weiblichen Brust sind nach wie vor ein sehr haufiges Problem und
beeintrachtigen viele Frauen. Trotzdem gibt es nur wenige Handlungsempfehlung und die Stu-
dienlage liegt weit hinter der zu Brustkrebs zurtick, obwohl ein Teil der benignen Erkrankungen
mit einem erhohten Risiko an Brustkrebs zu erkranken einher geht.

Insbesondere Frauen nutzen besonders haufig komplementarmedizinische Ansatze wie die
Phytotherapie. Passend dazu liegen bereits viele Studien zur Wirkung von sekundaren Pflan-
zenstoffen, insbesondere von Phytoestrogenen vor. lhnen werden haufig wachstumshem-
mende Einflisse auch auf Brusterkrankungen, insbesondere Brustkrebs zugeschrieben. Epi-

demiologische Daten liefern allerdings teilweise widersprichliche Ergebnisse.

Eine derartige Pflanze mit sekundaren Pflanzenstoffen wie Phytoestrogen ist der Fenchel. Die-
ser ist schon lange als Heilpflanze bekannt und kommt potentiell auch in der Phytotherapie
zum Einsatz. Neben einer Vielzahl anderer medizinischer Wirkungen, gibt es Studien, die eine
antitumorale Wirkung auf maligne Mammazellen zeigen. Allerdings wird aufgrund des im Fen-
chel enthaltenen Estragol und der damit assoziierten kanzerogenen Wirkung, auch vor dem
ubermafigen Verzehr von Fenchel gewarnt, was anhand dieser Studie nicht bestatigt werden

konnte.

Ziel dieser in-vitro Studie war es, die Wirkung eines Fenchelextraktes sowie einzelner Inhalts-
stoffe auf fibrozystisch veranderte Mammazellen zu untersuchen. Untersuchungen eines Fen-
chelextraktes auf derartige Zellen lagen bisher nicht vor. Um einen mdglichen Einfluss des
Hormonrezeptorstatus der Zellen zu demonstrieren, wurden die Versuche an einer rezeptor-
positiven (MCF12a) sowie einer rezeptornegativen (MCF10a) Mammagzelllinie durchgefihrt.
Um dosisabhangige Effekte zu identifizieren kamen unterschiedliche Extraktkonzentrationen

zum Einsatz.

Dieser Fenchelextrakt wurde aus handelstiblichem Fenchel, in Ethanol geldst, mittels Mikro-
wellentechnik hergestellt. In der qualitativen HPLC-Analyse konnten Rutin, Estragol und Fol-
saure im Extrakt nachgewiesen werden. Der in Wasser geléste Fenchel wurde aufgrund des
geringeren Nachweises von Stoffen mittels HPLC nicht weiter getestet. Der Einfluss der ana-
lysierten Stoffe sowie des Fenchelextraktes und der Kontrollsubstanzen Endoxifen und Estra-
diol, wurde anhand Zellproliferations- und Zellviabilitatstests, sowie Stoffwechseleinflissen auf

den Zelliberstand untersucht.

Der SERM Endoxifen zeigte in beiden Zelllinien die starksten wachstumshemmenden Effekte

mit Wirkungen deutlich unterhalb der EDsp.
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Der Fenchelextrakt wirkte in den zwei hdchsten Konzentrationen auf beide Zelllinien deutlich
proliferations- und viabilititshemmend. Fur die Gbrigen Substanzen konnten keine eindeutigen
Wirkungen auf die Mammazellen nachgewiesen werden.

Der proklamierte karzinogene Effekt von Fenchel aufgrund des enthaltenen Estragol zeigte
sich in dieser in-vitro Studie nicht. Auch ein proliferationssteigernder Effekt des isolierten Est-

ragols auf die Zellen war nicht zu erkennen.

Im Vergleich der beiden Zelllinien wurde fiir die hormonrezeptorpositive MCF12a Zellreihe ein
starkerer Effekt der wirksamen Fenchelkonzentrationen gegentiber der rezeptornegativen Zel-
len deutlich. Daher ist von einer hormonrezeptorabhangigen Komponente der Wirkung auszu-
gehen. Dartber hinaus missen der Wirkung des Extraktes, aufgrund der ebenfalls vorhande-
nen Einflisse auf die hormonrezeptornegativen Zellen, auch rezeptorunabhangige Wirkme-

chanismen zugrunde liegen.

Da die isoliert untersuchten Inhaltsstoffe keine Wirkung zeigten, wohingegen der komplette
Fenchelextrakt wachstumshemmend wirkte, bleibt unklar welche Inhaltsstoffe des Extraktes
fur die wachstumshemmende Wirkung verantwortlich sind. Zu vermuten sind neben weiteren

Phytoestrogenen auch spezielle Fettsduren oder Proteinkomplexe.

Aufgrund der hemmenden Wirkung des Fenchelextraktes auf die fibrozystischen Mammazel-
len kann vermutet werden, dass Fenchel eine regrediente Wirkung auf benigne Brusterkran-
kungen haben konnte und damit Beschwerden sowie das Fortschreiten mancher Zellen zu
Brustkrebs verringern konnte. Der in der Literatur beschriebene, estragol-abhangige, karzino-
gene Effekt scheint sich anhand dieser Studie fir Mammazellen nicht zu bestatigen. Diese
Schlussfolgerungen mussen allerdings in weiterflihrenden Studien tiefergehend untersucht
und auch an komplexeren Strukturen beschrieben werden um bestatigt werden zu kdnnen.
Diese Studie ist als richtungsweisend zu sehen und zeigt dass es hinsichtlich der vielen Be-

troffenen, von gro3em Interesse sein sollte, dieses Gebiet weiter zu erforschen.
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VIIL.

THESEN

Benigne Veranderungen der Mamma, wie die fibrozystische Mastopathie sind haufige

Befunde in der Gynakologie.

Einige gutartige Veranderungen der Brust sind mit einem gering erhéhten Risiko fur

Brustkrebs assoziiert.

Epidemiologisch zeigen sich deutliche Unterschiede in der Haufigkeit von Brusterkran-

kungen zwischen asiatischen Landern und Europa/Amerika.

Diatetischen Faktoren werden deutlicher Einflisse auf (benigne) Brusterkrankungen

zugeschrieben.

Zahlreichen Phytoestrogenen werden protektive Effekte auf hormonabhangige Erkran-

kungen und antikarzinogene Effekte zugeschrieben.

Vor dem UbermaRigen Konsum von Estragol wird aufgrund seiner potentiell kanzero-

genen Wirkung gewarnt.

Phytoestrogene kénnen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Estradiol an Estro-

genrezeptoren binden und so als estrogenrezeptormodulierende Substanz agieren.

Fenchel ist eine sehr weit verbreitete Pflanze, welche schon lange in der traditionellen

Pflanzenheilkunde verschiedener Kulturen eingesetzt wird.

Viele der oral aufgenommenen sekundaren Pflanzenstoffe werden enteral metaboli-

siert und in veranderter Form resorbiert.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Endoxifen ist ein aktiver Metabolit des SERMs Tamoxifen.

Immunhistochemisch lassen sich fir MCF12a Estrogen- sowie Progesteronrezeptoren

nachweisen, bei MCF10a nicht.

Endoxifen wirkt sowohl auf Estrogenrezeptor -positive als auch -negative Zellen stark

viabilitdts- und proliferationshemmend.

Der Fenchelextrakt induziert in hohen Testkonzentrationen in beiden Zelllinien anti-
proliferative, sowie viabilititshemmende Effekte, wohingegen schwache Konzentratio-

nen des Extraktes keine Wirkung zeigen.

Die Wirkung des Fenchelextraktes ist in den Estrogenrezeptor positiven Zellen Gber-

wiegend ausgepragter als in den ER negativen Zellen.

Die im Extrakt nachgewiesenen Substrate Rutin, Estragol und Folsaure zeigen in iso-

lierter Form keine signifikante Wirkung auf die benignen Mammazellen.

Die vorliegende in-vitro Studie erlaubt keine Ruckschlisse auf Art und Umfang der
systemischen Wirkung in-vivo. Daher ist eine Untersuchung der antitumoralen Wirkung

des Fenchelextraktes fur weitere Untersuchungen in-vivo von grof3em Interesse.
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XI. ANHANG

Tabelle 13: Ubersicht verwendeter Geréte
Gerat Bezeichnung Hersteller
Brutschrank Function Line Heraeus Instruments
Glukose-/Laktat Mess- | Biosen 5140 EKF - Diagnostic
system
Hochleistungsflissigkeits = Smartline Manager 5000 Knauer
- Chromatograph (HPLC) Smartline Pump 1000

Smartline UV-Detector 2500

Smartline Rl Detector

Smartline Column Thermostat
HPLC - Saule Vertex-Saule Knauer

250 x 4 mm Eurospher 100-5C 18

mit integrierter Vorsaule
HPLC-Injektionsspritze Injektionsspritze 100 pl 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
Mikrowelle Discover SP CEM GmbH
Multimode Reader GloMax Discover Promega

pH-Messelektrode

Orion 3 Star pH Benchtop

Thermo Scientific

PlattenrGttler TPM -2 Sarstedt
Rollenmischer RM 5 Hecht
Sicherheitswerkbank Hera Safe Heraeus Instruments
Vakuum-Konzentrator Concentrator 5301 Eppendorf
Vakuumpumpe Vacuum Pump MZ 2 NT Vacuubrand
Vortexer Reax 2000 Heidolph

Waage (MT5) Mettler Toledo
Waage Sartorius Basic Sartorius AG
Warmeschrank SM400 Memmert

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments
Zentrifuge Universal 320R Hettich
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Tabelle 14: Allgemeine Labormaterialien und Reagenzien

Material / Reagenz

Hersteller

1,5 ml Zentrifugationsréhrchen

Greiner bio-one

15 ml Zentrifugationsrohrchen

TPP (Techno Plastic Products AG)

50 ml Zentrifugationsréhrchen

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, weild Promega
Aufsatze Multipipette 3 — 200 pl Eppendorf
Ethanol 70% Roth
Ethanol 99 % Roth

Filter 50 ml
(0,45 pym Porengrof3e)

far Zentrifugationsrohrchen

Greiner bio-one

Methanol

Roth

Multipipette (Multipipette Plus)

Eppendorf

Parafilm

American National Can

Zahlkammer

Fein-Optik

Zellkulturflaschen 550 ml, 250 ml, 50 ml
(175 cm?, 75 cm?, 25 cm?)

Greiner, bio-one

Tabelle 15: Reagenzien und Lésungen fiir die Zellkultivierung

Medium (DMEM) mit Phenol-

rot

Reagenz/L6ésung Anmerkung Hersteller
Amphotericin B Mediumzusatz (0,5 %) CC-Pro
Dulbecco’s Modified Eagle | 1:1 mit Ham’'s F12 Sigma-Aldrich

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Epithelial Cell GM

Horse Serum Mediumzusatz (5 %) Sigma-Aldrich
Nutrient Mixture F-12 (Ham's | 1:1 mit DMEM Biowest
F-12),
PBS Phosphat gepufferte Salzlé- | Roth

sung
Penicillin/Streptomycin Mediumzusatz (0,2 %) PAN Biotech
Supplement Mix Mammary | Mediumzusatz (2 %) Promo-Cell
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Trypanblau Trypan Blue Stain 0,4 % Gibco
Trypsin Trypsin-EDTA 10x CC-Pro

(5000 mg /I Trypsin, 2000

mg /| EDTA)

Tabelle 16: Reagenzien fiir in-vitro Zelltests

Reagenz Anmerkung Hersteller
Cell Proliferation ELISA, | Fertigkit mit allen Substan- | Roche
BrdU (colometric) zen fiir BrdU
CellTiter-Glo  Luminescent | Fertigkit mi tallen Substan- | Promega
Cell Viability Assay zen fir Viabilitat
CytoTox-Glo Reagenz Promega

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Zellpassage, Zusatz Einfrier-

G. Vogler b.v. Rotterdam

medium
Dulbecco’s Modified Eagle  Temporarer Austausch fur | Sigma Aldrich
Medium (DMEM) ohne Phe- | Neutralrot Test
nolrot
Endoxifen Kontrolle Sigma-Aldrich
Estradiol Referenz zu Fenchel Sigma-Aldrich
Estragol Referenz zu Fenchel Sigma-Aldrich
Fenchelextrakt Aus frischem Fenchel Eigenherstellung
Folsaure Referenz zu Fenchel Carl Roth
In-vitro Toxicology Assay Kit, | Zytotoxizitat Sigma-Aldrich
Neutral Red based
Rutin Referenz zu Fenchel Carl Roth
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Tabelle 17: Reagenzien fir immunhistochemischen Test

dase

Reagenz Anmerkung Hersteller

ER Alpha AK Rabbit monoclonal IGG Biorbyt

ER Beta AK Mouse monoclonal IgG2a GeneTex

Formafix 4 % Gepuffert Grimm med. Recycling
GmbH

HzOz 35 % Roth

Impress Reagent Kit Peroxi- | Anti-Mouse/Rabbit Ig MP- | Vector Laboratories

7500

Impress Reagent Kit Horse

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

Vector Laboratories

Serum
LinRed IHC Substratkit fir Peroxidase Linaris
Progesteronrezeptor AK Rabbit monoclonal IgG Biorbyt

Tabelle 18: Ubersicht Zelllinien

MCF10A (ATCC® CRL-10317™)

ACCT - LCG Standards GmbH

MCF-12A (ATCC® CRL-10782")

ACCT - LCG Standards GmbH
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