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Apoptoseinduktion durch Triterpenglykoside
und Zimtsaureester aus einem Extrakt von
Actaea racemosa in menschlichen Brustkrebszellen

Th. NiBlein', J. Freudenstein, R. Saller?, K. Hostanska?

In einer Vielzahl von Publikationen wurde vom antiproliferativen Effekt eines isopropanolischen Extraktes (iCR) aus dem Wurzelstock der
Traubensilberkerze auf die menschliche, estrogenabhéngige Brustkrebszellinie MCF-7 berichtet. Diese Proliferationshemmung ist auf die Induktion
von Apoptose zuriickzufiihren und hier sollte nun untersucht werden, inwieweit die beiden Hauptfraktionen aus iCR, die Triterpenglykoside (TTG)
und die Zimtsdureester (CAE), an diesem Effekt beteiligt sind. Die antiproliferative Wirkung wurde mittels des enzymbasierten WST-1-Assays, die
Apoptose anhand von Lichtstreuverhalten und der Bindung von Annexin V an (apoptosetypische) Phosphatidylserinreste in MCF-7-Zellen quantifiziert.

Eine 72stiindige iCR-Behandlung fiihrte zu einer dosisabhéngig reduzierten Zellproliferation, mit einer IC,, von 55,3 ug/ml Trockenriickstand,
d. h. theoretisch 19,3 ug/ml TTG oder 2,7 ug/ml CAE. Die proliferationsinhibierende IC,, fiir TTG lag bei 59,3 ug/ml und fir CAE bei 26,1 ug/ml.
Apoptose wurde durch TTG ab einer Konzentration von 25 ug/ml verursacht und durch CAE ab einer Konzentration von 5 ug/ml. Somit zeigte diese
Studie erstmals, dal8 TTG und CAE die Proliferation estrogenabhédngiger Brustkrebszellen iiber Apoptoseinduktion hemmen. Zwar erschienen die
Zimtsaureester als die wirksamere der beiden Fraktionen, jedoch kommt den TTG durch ihre deutlich héheren Gehalte vermutlich eine zumindest
ebenso groBe Bedeutung zu.

Schliisselworter: Apoptose, Traubensilberkerze, Actaea/Cimicifuga racemosa, Brustkrebszelllinie, Triterpenglykoside, Zimtsaureester

Induction of Apoptosis by Triterpene Glycosides and Cinnamic Acid Esters from an Isopropanolic Extract of Black Cohosh in Human MCF-7 Breast
Cancer Cells. An isopropanolic-aqueous extract of black cohosh (iCR) exerts antiproliferative effects on estrogen-receptor positive human breast
cancer cells MCF-7 via the induction of apoptosis. Here we tested whether apoptosis induction is attributable to one of the two major fractions of iCR,
the triterpene glycosides (TTG) or the cinnamic acid esters (CAE). The antiproliferative activity of TTG and CAE on MCF-7 cells were investigated by
WST-1 assay. Apoptosis was detected and quantified by flow cytometry using light scatter characteristics and Annexin V binding.

72 h iCR treatment induced a dose-dependent down regulation of cell proliferation with an IC,, of 55.3 ug/ml dry residue which corresponds to
19.3 ug/ml TTG and 2.7 ng/ml CAE. Both, isolated TTG and CAE fractions inhibited cell growth, the IC,, being 59.3 ug/ml and 26.1 ug/ml, respectively.
Interestingly, whereas IC,, and apoptosis induction correspond well for the whole extract, TTG and CAE fractions induced apoptosis at concentrations
(25 and 5 ug/ml) well below those required for significant growth inhibition. Observations in this study firstly showed that TTG and CAE compounds
significantly contribute to iCR’s apoptotic effect. Even though CAE is the more potent inhibitor of proliferation and apoptosis inducer, TTG — due to its
quantitative predominance — is at least as important as the former for iCR’s net effect. ] Menopause 2006; 13 (1): 24-6.

Key words: apoptosis, black cohosh, breast cancer cell, triterpene glycoside, cinnamic acid ester

in isopropanolischer Extrakt aus dem Wurzelstock der

Traubensilberkerze (iCR) (Actaea, syn. Cimicifuga race-
mosa [L.] Nutt., Remifemin®) dient seit langem als Phyto-
therapeutikum zur Behandlung von Wechseljahresbe-
schwerden [1]. iCR reduziert das Wachstum menschlicher
Brustkrebszellen sowohl in der estrogenabhéngigen Linie
MCEF-7 als auch in der estrogenunabhangigen Linie MDA-
MB231 [2, 3]. iCR ist ein komplexes Vielstoffgemisch, wel-
ches eine Reihe verschiedener pharmakologisch aktiver
Inhaltsstoffe enthdlt. Die beiden Hauptgruppen sind Triter-
penglykoside (TTG, z. B. Actein, 26-Deoxyactein, Cimigenol,
Cimiracemosid) sowie Zimtsaureester (CAE, z. B. Fukinol-
sdure, Cimicifugasauren A-H) [4, 5]. Es konnte gezeigt wer-
den, daB8 die Proliferationshemmung, die iCR in Brust-
krebszellen verursacht, auf die Induktion von Apoptose, d. h.
programmierten Zelltod, zurtickzufiihren ist [3]. Darauf auf-
bauend sollte in unserer Studie in ER+ MCF-7-Zellen unter-
sucht werden, inwieweit die beiden iCR-Hauptfraktionen,
TTG und CAE, an der Apoptoseinduktion beteiligt sind.

Material und Methoden

TTG und CAE wurden durch chromatographische Tren-
nung aus iCR (Trockensubstanzgehalt 77,4 mg/ml) gewon-
nen und in Ethanol 60 % (v/v) gelost. Die Konzentration
von TTG betrug 27 mg/ml, der Gehalt von CAE 3,7 mg/ml.
Tamoxifencitrat (TAM) und Cyclophosphamid (CPA) wur-
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den in den Proliferationsassays als Kontrollsubstanzen ver-
wendet. WST-1 zur Uberprifung der Zellproliferation wur-
de von Roche Diagnostics (Rotkreuz, Schweiz) bezogen.

Die Assays auf Zytotoxizitat und Apoptose wurden in
phenolrotfreiem DMEM, mit 5 % ,estrogenfreiem” Kalber-
serum (CCS, Sigma) und Antibiotika durchgefihrt. Zellen,
die fur 24 h in diesem Testmedium zur Entfernung rest-
estrogener Aktivitat vorinkubiert worden waren, wurden
bei einer Dichte von 3000 bzw. 20.000/well fir 72 h mit
den Testsubstanzen inkubiert.

Proliferation oder Zelltod wurden mittels Kristallviolett-
farbung (CV; colorimetrische Bestimmung der Zellzahl)
oder WST-1-Assay (Umwandlung des Tetrazoliumsalzes
WST-1 zu Formazan durch metabolisch aktive Zellen) be-
stimmt. TAM (50 uM) diente als Positivkontrolle, Test-
medium als Negativkontrolle; das direkte/intrinsische
reduktive Potential der Testsubstanzen wurde im zellfreien
System getestet.

Frih-Apoptose wurde mittels Annexin-V-FITC-Farbung
(Roche Diagnostics) detektiert. ZellgroRe und Granularitat
dienten als Hilfsparameter. Die Durchlassigkeit der Plasma-
membran wurde mittels Propidiumjodid-Farbung (P1) als
Indiz fur Nekrose gewertet. Alle Versuche wurden minde-
stens 3x durchgefihrt und im FACScalibur Durchfluf-
zytometer (B-D, Moutain View, CA) ausgewertet. Der
zweiseitige t-Test mit einem Signifikanzlevel von <0,05
wurde zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz her-
angezogen. IC, -Werte wurden mittels linearer oder expo-
nentieller Regressionsanalyse in MS Excel errechnet. Der
Vergleich zweier Histogramme wurde mit dem Kolmo-
gorov-Smirnov-Test (two samples test for overlaid histo-
grams) ausgewertet.

For personal use only. Not to be reproduced without permission of Krause & Pachernegg GmbH.



Ergebnisse

Eine 72-h-Inkubation von MCF-7-Zellen mit 50 uM TAM
reduzierte die Proliferation um 79 %. TTG (10-100 pg/ml)
fihrte zu einer starken, dosisabhdngigen Inhibierung der
Zellproliferation, die gut mit dem mikroskopischen Zu-
stand der Zellen Gbereinstimmte. Die IC50 fir TTG betrug
59,3 £ 2,1 ug/ml.

Eine Behandlung der Zellen mit CAE (5-50 pg/ml) fiihrte zu
Schrumpfung und Ablésung der Zellen, ohne da8 im WST-
1-Assay zytotoxische Effekte zu sehen waren. Erst die CV-
Farbung wies eine dosisabhangig reduzierte Zellzahl nach
(IC,,: 26,1 £ 1,3 ug/ml). Zur Vergleichbarkeit mit den WST-
1-1C,, wurden die iCR- und TTG-Testreihen mittels CV-Far-
bung erneut bewertet. Verglichen mit der CV-Farbung er-
wies sich der WST-1-Assay als sensitiver (Abbildung 1).

Um den Anteil von TTG und CAE an der durch iCR in MCF-
7-Zellen induzierten Apoptose zu ermitteln, wurden die
Bindung von Annexin V an Phosphatidylserin (PS) und die
intrazelluldare Aufnahme von PI quantifiziert. In Zwei-Para-
meter-Histogrammen zeigte sich die geringere Grofte und
erhohte Granularitit von TTG-, CAE- und iCR-behandelten
MCEF-7-Zellen. Diese morphologischen Veranderungen
frihapoptotischer Zellen wurden durch die Bindung von
Annexin V — FITC bestatigt. Diese war nach Behandlung mit
25 ug/ml TTG [3,2 % vs. 68,5 %] oder 5 pug/ml CAE [3,2 %
vs. 74,1 %] signifikant erhoht (Tabelle 1). Die Pl-Positivitat
von MCF-7-Zellen war nach 72 h 25 pg/ml TTG (30,7 %)
bzw. 50 ug/ml TTG (33,4 %), verglichen mit unbehandelten
Kontrollen (25,4 %), nicht signifikant verandert. Mit steigen-
den CAE-Konzentrationen nahmen die PS-exprimierenden
Zellen nicht zu, wogegen eine Zunahme der Pl-positiven
Zellen (28,7, 40,7 bzw. 48,6 % bei Konzentrationen von 5,
10 bzw. 25 ug/ml) zu beobachten war. Die Anzahl der per-
meablen Zellen war bei einer Konzentration von 25 pg/ml
CAE, verglichen mit Kontrollzellen, fast verdoppelt (48,6 %
vs. 25,4 %). Die ebenfalls erhohte PI-Aufnahme zeigte je-
doch, dal’ es sich hier um spatapoptotische oder nekroti-
sche Zellen handelte (Tabelle 1).

Diskussion

Pflanzenextrakte wie iCR stellen ein Vielstoffgemisch mit
einer Reihe pharmakologisch aktiver Substanzen dar. Die
pharmakologischen Eigenschaften der Traubensilberkerze
werden charakterisiert durch die (schwache) Bindung an
Estrogenrezeptoren und die dosisabhdngige Hemmung der
Proliferation humaner Brustkrebszellen [6]. Apoptosein-
duktion und Zellzyklusabbruch in der G1- und G2/M-Pha-
se wurden kurzlich fir letzteres verantwortlich gemacht
[3, 7]. Untersuchungen an den beiden iCR-Hauptinhalts-
stoffgruppen, TTG und CAE, zeigen, dals MCF-7-Zellen ca.
4x empfindlicher auf CAE (13,0 ug/ml) als auf TTG (55,9 ug/
ml) reagieren. TTG (25 pg/ml) und CAE (5 pg/ml) steigerten
den Anteil apoptotischer Zellen auf ca. 70 %, wobei CAE
schon in geringeren Dosierungen fortgeschrittene Apop-
tosestadien induziert. Bereits bei Substanzkonzentratio-
nen, die in vitro noch keine Zellzahlreduktion bewirken,
ist die Apoptoseinduktion nachweisbar. Neben eventuell
estrogenrezeptorvermittelten Wirkungen sprechen weitere
praklinische Befunde auch fiir dopaminerge und serotonin-
erge Effekte als zusatzlichen Wirkmechanismus [8]. Weitere,
vor allem humanpharmakologische Untersuchungen sollten
nun zur Aufklarung des Wirkmechanismus sowie zu den
Einsatzmoglichkeiten von iCR bei Risikopatienten mit z. B.
hormonabhangigen Tumorerkrankungen beitragen.
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Abbildung 1 A-C: Hemmung des Zellwachstums humaner Brustkrebs-
zellen durch iCR (A), TTG (B) und CAE (C), bestimmt durch WST-1-Spal-
tung (WST-1) bzw. Kristallviolettfarbung (CV) (Published with permission
of the Pharmaceutical Society of Japan). iCR: isopropanolischer Extrakt
aus dem Wurzelstock der Traubensilberkerze (Actaea, syn. Cimicifuga
racemosa); TTG: Triterpenglykoside; CAE: Zimtsdureester; *p < 0,05; **p
< 0,01

Tabelle 1: DurchfluBzytometrische Analyse von morphologischen Ver-
anderungen und der gesteigerten Expression von Phosphatidylserin (PS)
als Zeichen von Apoptose. PI: Propidiumjodid-Farbung

Gefirbte Zellen (%)
Testsubstanz Pl Annexin V - FITC
Unbehandelte Kontrollen 25,4 3,2
5 ug/ml CAE 28,7 74,1
10 pg/ml CAE 40,7 70,5
25 pg/ml CAE 48,6 68,9
25 ug/ml TTG 30,7 68,5
50 pg/ml TTG 33,4 77,5
77,4 p.g/m| TTG 35,9 48,2
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SchluBfolgerungen

Unsere Studie zeigte erstmals, dall die beiden Haupt-
inhaltsstoffgruppen von iCR, TTG und CAE, unabhingig
voneinander die Proliferation estrogenabhéngiger Brust-
krebszellen hemmen und dal} die Induktion von Apoptose
ein hierbei zugrundeliegender Mechanismus ist. Sowohl
was die Hemmung der Zellproliferation als auch was die
Induktion von Apoptose angeht, stellten sich die Zimt-
saureester (CAE) als die wirksamere der beiden Fraktionen
heraus. Unter Berticksichtigung der deutlich hoheren Ge-
halte an TTG im Gesamtextrakt kommt diesen aber ver-
mutlich eine zumindest ebenso grole Bedeutung zu. Die
hohe Sensitivitat gegen TTG und v. a. CAE der minimal
invasiven, p53-Wildtyp-positiven und Caspase-3-defizien-
ten MCF-7-Linie, die vergleichsweise resistent gegen an-
dere Chemotherapeutika ist [9], empfiehlt weitere Studien
mit diesen Substanzgruppen bei Patienten mit therapie-
resistenten malignen Erkrankungen.
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