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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Allgemeines

Das Mammakarzinom ist als bdsartiger Tumor der Brustdriise die haufigste maligne Erkrankung der
Frau in der westlichen Welt [144]. Durch Fortschritte bei Diagnostik und Therapie konnte das
tumorspezifische Mortalitatsrisiko in den letzten Jahren gesenkt werden. Seit der Einflihrung des
Mammographie-Screenings erkranken weniger Frauen an fortgeschrittenen Tumorstadien [188].
Gleichzeitig gewinnen Krebserkrankungen durch die zunehmend steigende Lebenserwartung weiter an
Bedeutung. Klassische Therapieoptionen des Mammakarzinoms sind die Operation, die Bestrahlung
und die medikamentdse Tumortherapie. Ein multimodaler Therapieansatz unter Einbeziehung von
Phytotherapeutika wird diskutiert.

An Brustkrebs erkrankte Frauen sind mehrheitlich an einem komplementaren Therapieansatz als
Erganzung zu der klassischen Therapie interessiert. Von den befragten Brustkrebs-patientinnen greifen
63 % bereits auf komplementdre Therapieoptionen zuriick. Hierbei steht die Linderung von
Nebenwirkungen, der Erhalt von Gesundheit und der Wunsch, selbst an Therapieentscheidungen
mitzuwirken, im Mittelpunkt [223].

Das groRe Interesse und die diinne Datenlage im Gebiet der komplementaren Onkologie zeigt den
Bedarf an wissenschaftlicher Forschung auf. So koénnten im Bereich der Phytotherapie weitere
Naturstoffe identifiziert und deren Wirkprofil untersucht werden. Diese kénnte man als unterstiitzende
Saule neben der herkdbmmlichen Therapie einsetzen.

Curcuma (Curcuma longa) gehort zur Familie der Ingwergewachse und ist in den sidlichen und
stidwestlichen Regionen Asiens weit verbreitet. Die Wurzel der Pflanze wird seit Jahrhunderten in der
indischen (Aryuveda) und chinesischen (traditionelle chinesische Medizin) Heilkunst fir die
medizinische Behandlung vieler Erkrankungen verwendet [209].

Bis heute ist Curcuma als Gewirz in der Kiche sehr beliebt und gewinnt gleichzeitig als
Nahrungserganzungsmittel immer mehr an Bedeutung. Curcuma ist Gegenstand vieler
wissenschaftlicher Publikationen, die sich mit den antioxidativen [216], antiinflammatorischen [152] und
antimikrobiellen [13 ,84] Wirkungen der Pflanze befassen. Neben einem protektiven Effekt auf
verschiedene Organsysteme [157, 245, 159] scheint Curcuma eine hemmende Wirkung auf die
Entstehung und Ausbreitung bdsartiger Zellen zu besitzen [14].

Mithilfe der Chromatographie konnte die Curcumawurzel 1953 erstmals in ihre Bestandteile aufgetrennt
und quantifiziert werden [211]. Seit Einfihrung der High Perfomance Liquid Chromatography (HPLC)
gibt es einen enormen Kenntniszuwachs im Bereich der Phytotherapie. Innerhalb der Curcumawurzel
ist der hohe Gehalt an Polyphenolen, die den sekundaren Pflanzenstoffen angerechnet werden, von
besonderer pharmakologischer Bedeutung. Zu den Polyphenolen gehéren die Curcuminoide, welche
fur die intensiv gelb-orangene Farbe der Wurzel verantwortlich sind, die Flavonoide und die
Phenolsauren. Die immense Strukturvielfalt der Polyphenole ergibt sich durch unterschiedlichste
Bindungen mit Zuckern oder Sauren an den aromatischen Ringen [30]. In der Pflanze nehmen sie eine
wichtige Rolle bei der Fortpflanzung, dem Schutz vor Fressfeinden und der Absorption von schadlicher
UV-Strahlung ein.
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Das erstmals 1815 von Vogel und Pelletier isolierte Curcumin ist der wichtigste Vertreter der
Curcuminoide und einer der meisterforschten sekundaren Pflanzenstoffe. Curcumin scheint — neben
einer vielfaltigen Schutzwirkung auf das Gehirn [237], das Herz [245], die Niere [227], die Leber [69],
die Haut [234] sowie die Augen[181] — antioxidative [118], antiinflammatorische [14] und
antikanzerogene Eigenschaften zu besitzen [118].

Das Wissen um die vielfaltigen positiven Effekte der Polyphenole auf die menschliche Gesundheit gibt
Raum fiir epidemiologische Studien. So zeigen Fink et al., dass die Einnahme von Flavonoiden mit
einem reduzierten Risiko flir postmenopausalen Brustkrebs bei Frauen verbunden ist [71]. In der
Ubersichtsarbeit von Braakhuis et al. wird Brustkrebspatientinnen eine mediterrane Ernahrung mit einer
vermehrten Aufnahme von Gemise und Friichten und einem hohen Gehalt an Polyphenolen empfohlen
[29]. Die epidemiologische Datenlage stellt sich jedoch als inkonsistent dar. In der UK Womens Cohort
Study wiesen Vegetarierinnen ein signifikant geringeres Brustkrebsrisiko im Vergleich zu den
Probanden mit Fleischkonsum auf [224], wahrend Studienergebnisse der Adventist Health Study hier

keinen Unterschied feststellen konnten [112].

11.2 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist mit 29,5 % die mit Abstand haufigste maligne Tumorerkrankung der Frau in
Deutschland, weit vor dem Darm- und Lungenkrebs [243]. Weltweit war das Mammakarzinom 2020 mit
12 % die haufigste neu diagnostizierte Krebserkrankung [218]. Nach Aussage des Robert-Koch-Instituts
erkranken jedes Jahr etwa 69.000 Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Von diesen Frauen starben
2017 etwa 18.396 an den Folgen der Erkrankung [110, 259]. Etwa 1 % der Neuerkrankungen betrifft
Manner [79]. Das mittlere Erkrankungsalter lag 2016 bei 64 Jahren. Seit der Einfihrung des
Mammographie-Screenings 2005 zeigte sich eine Erhoéhung der Inzidenz, voraussichtlich durch
verbesserte diagnostische Mdglichkeiten. Gleichzeitig konnte die brustkrebsspezifische Mortalitat durch
die Mammographie um etwa 20 % Prozent reduziert werden [16]. Aufgrund der immer besser

werdenden Therapieméglichkeiten liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 79 % [188].
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Abbildung 1: Inzidenzrate [%] der Malignomerkrankungen im Jahr 2016 in Deutschland
Brustkrebs ist die haufigste maligne Erkrankung der Frau in Deutschland. Ubernommen aus dem
Zentrum flr Krebsregisterdaten [188].

113 Pathogenese

Das Mammakarzinom ist eine maligne Erkrankung der epithelialen Brustdrisenzellen. Es entwickelt
sich aus schon vorbestehenden gutartigen L&sionen des Brustdrisenepithels. Hierzu zahlen das
duktale und lobuldre Carcinoma in situ (DCIS, LCIS) [9]. Die anatomische Lokalisation des
Mammakarzinoms befindet sich zu 60 % im oberen auReren Quadranten der Brust [1]. Die genauen
Mechanismen der Entstehung von Brustkrebs sind noch unbekannt. Es gibt jedoch zahlreiche bekannte
endogen und exogen bedingte Risikofaktoren [144]. Die Karzinogenese kann in drei Phasen eingeteilt
werden: Die Initiation, die Promotion und die Progression. Bei der Initiation kommt es nach heutiger
Sicht zu einer molekularen Transformation der Zelle mit irreversiblen genetischen Veranderungen. Dies
geschieht durch spontane Mutationen und Fehler bei der DNA-Replikation und DNA-Reparatur. Auch
die Umwandlung von Protoonkogenen in Onkogene und epigenetische Veranderungen spielen eine
Rolle. Die Promotion bedeutet die Proliferation dieser initial transformierten Zellen, weitere Mutationen,
Hemmung der DNA-Reparatur und Bildung von Tumorzellen, die sich der kérpereigenen Immunabwehr
entziehen konnen. Die Progression fihrt zu einer morphologischen Differenzierung des

Tumorzellverbundes, mit Resistenzbildung gegen die Immunabwehr und schlieRlich Infiltration und

Metastasierung [178].

1.1.4 Risikofaktoren

Die Entstehung von Tumorerkrankungen wird durch verschiedene Risikofaktoren erhoht. Alter,
Familienanamnese, Fortpflanzungsfaktoren, Ostrogen und Lebensstil sind finf wichtige Risikofaktoren
fur Brustkrebs [217]. Das Alter ist neben dem Geschlecht der wichtigste Risikofaktor. 2016 wurden etwa

71,2 % aller Brustkrebs-assoziierten Todesfélle in Amerika bei Frauen Gber 60 Jahren gemeldet [205].
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Etwa 5-10 % aller Brustkrebserkrankungen sind erblich bedingt [41]. Frauen mit zwei oder mehr
Verwandten mit Brustkrebs haben eine 2,5-fache Risikoerhéhung, ebenfalls an Brustkrebs zu erkranken
[32]. Mit einem hohen Risiko sind Mutationen in den Genen BRCA1 und BRCA2 (hereditéres Ovarial
und Mammakarzinom) verbunden [189]. Fir Tragerinnen einer Mutation auf dem BRCA1- und/oder
BRCA-2-Gen existiert ein bis zu achtzigprozentiges Lebenszeitrisiko, an einem Mammakarzinom zu
erkranken [172]. Liegt eine Mutation bei diesen Tumorsuppressorgenen vor, ist eine originalgetreue
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen durch die homologe Rekombination gestdrt und das
Entartungsrisiko steigt an [163]. Weitere Gene mit niedrigerem Risiko sind das TP53 (Li-Fraumeni-
Syndrom), das PTEN (Cowden-Syndrom) und das LKB1 (Peutz-Jeghers-Syndrom) [21].

Fortpflanzungsfaktoren wie eine friihe Menarche, eine spate Menopause oder ein hohes Alter bei der
ersten Schwangerschaft kobnnen das Brustkrebsrisiko erhdhen [56, 144]. Im Gegensatz dazu kénnen
eine frihe Erstschwangerschaft, aber auch mehrere Schwangerschaften das Risiko senken [130].
Sowohl endogene als auch exogene Ostrogene sind mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko verbunden.
Die Hauptquellen fiir exogenes Ostrogen sind die Einnahme von oralen Kontrazeptiva und eine
postmenopausale Hormonersatztherapie. Seit Jahren wird lber eine Steigerung des Brustkrebsrisikos
neben einer Senkung des Eierstockkrebsrisikos durch orale Kontrazeptiva diskutiert [239,109].
Weiterhin scheint hier das Alter bei der Ersteinnahme sowie die Einnahmedauer eine entscheidende
Rolle zu spielen. Die absolute Risikoerh6hung bei Einnahme oraler Kontrazeptiva in Bezug auf die
Entwicklung von Brustkrebs war jedoch laut Morch et al. gering [158]. Ein ungesunder Lebensstil kann
das Brustkrebsrisiko erhdhen. So gilt ein ibermaRiger Alkoholkonsum und Fettleibigkeit als Risikofaktor
[21]. Alkoholkonsum und Fettleibigkeit konnen den Ostrogenspiegel im Blut erhéhen und somit das
Brustkrebsrisiko steigern [85]. Eine in der westlichen Welt tGbliche, zu hohe Aufnahme ungesattigter
Fettsauren Uber die Nahrung ist mit einem negativen Einfluss auf die Brustkrebs-spezifische und die
Gesamtmortalitat verbunden. Ungesattigte Omega 3 Fettsauren kénnen von Vorteil sein [141]. Der
Zusammenhang zwischen Rauchen und einer Steigerung des Brustkrebsrisikos ist umstritten. Es
haufen sich jedoch die Forschungsergebnisse, die eine Rolle des Rauchens bei der Atiologie von
Brustkrebs unterstreichen, insbesondere wenn das Rauchen in jungen Jahren und vor der ersten Geburt
begonnen wurde [217, 42, 77]. Nikotin gilt hier als eine Substanz mit erheblichen wachstumsférdernden
Eigenschaften bei Brustkrebs [126]. Regelmalliige, moderate korperliche Aktivitdt und ein gesunder

Lebensstil wiederum senken das Risiko [89, 230].

1.1.5 Rezeptorstatus

Die mehrheitlich in den weiblichen Ovarien gebildeten Geschlechtshormone Estrogen und Progesteron
nehmen bei der Atiologie und Therapie von Brustkrebs eine wichtige Rolle ein. Das Vorhandensein ihrer
jeweiligen Rezeptoren bestimmt den Rezeptorstatus eines Tumors und ist fir das Therapiekonzept
enorm wichtig. Estrogene sind lipophile Molekile, die im menschlichen Organismus eine anabole
Wirkung entfalten. Sie sind fir die Ausbildung und Erhaltung der sekundaren weiblichen
Geschlechtsmerkmale verantwortlich und wichtig fir den weiblichen Zyklus. So bewirken sie auch die
Entwicklung der Brust und den Aufbau der Milchdrisen. Weiterhin stimulieren Estrogene den

allgemeinen Stoffwechsel, indem sie die Bildung von Knochen sowie die Retention von Calcium,
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Phosphat und Natrium fordern. Eine Hormontherapie ist dann sinnvoll, wenn der Tumor
Estrogenrezeptoren exprimiert, da dieser durch die Bindung der Rezeptoren an Estradiol (E2) einen
besonderen Wachstumsreiz erfahren kann. Der Estrogenrezeptor (ER) liegt in den zwei Isoformen
Estrogenrezeptor-a (ER-a) Estrogenrezeptor-f (Er-B) im menschlichen Zytosol vor. Der klassische
Mechanismus beinhaltet die Estradiolbindung an Estrogenrezeptoren im Zellkern, wonach diese
dimerisieren, um schlieBlich an spezifische Estrogenantwortelemente (EREs) der DNA zu binden.
Estrogenrezeptoren kdnnen jedoch auch die Genexpression durch Protein-Protein-Wechselwirkungen
mit anderen DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren im Kern regulieren, ohne dabei direkt an DNA zu
binden [24]. Beide Isoformen scheinen unterschiedliche bis gegensatzliche Wirkungen zu entfalten.
Wahrend ER-a fiir die proliferative Wirkung von Estrogen verantwortlich ist, wurde gezeigt, dass ER-3
diese ER-a-induzierte Proliferation reduziert [214, 193]. Dieser Proliferation kann ER- zum einen durch
Fusion mittels Hetero-dimerisierung mit der ER-a Untereinheit oder mittels der Induktion bestimmter

Gene auf Transkripitionsebene entgegenwirken [244].

1.1.6 Diagnostik

Neben der sorgfaltigen klinischen Untersuchung jeder Patientin mit Verdacht auf ein Mammakarzinom,
hat sich in den letzten Jahrzenten die Mammographie als fiihrendes Diagnostikverfahren etabliert. Die
weltweit erste Mammographie erfolgte in Leipzig im Jahre 1927 durch den Chirurg Otto Kleinschmidt
[241]. In Deutschland gibt es fir Frauen zwischen 50 und 69 Jahren die Moglichkeit, an dem
bundesweiten Mammographie-Screening Programm teilzunehmen, wobei die Krankenkasse die Kosten
Ubernimmt [58]. Die Mammographie bringt den Nachteil einer Strahlenbelastung von 0,5 mSv bei einer
Mammographie beidseits in zwei Ebenen mit sich. Dies entspricht 25 Rdntgen-Thorax-Aufnahmen
[199]. Alternative und strahlungsfreie Bildgebungsverfahren sind die Mamma-sonographie sowie die
Magnetresonanzmammographie [167]. Fur junge Frauen wird eine jahrliche Tastuntersuchung
empfohlen. Hierbei werden die Brustdrisen und die Lymphknoten in den Achselhéhlen, am Schllssel-
und Brustbein abgetastet sowie Form und Gr63e der Brust und Brustwarzen kontrolliert [34]. Sollte eine
erbliche Vorbelastung oder Genveranderung (z.B. im BCRA1- oder BCRA2-Gen) vorliegen, werden
halbjahrliche Tast- und Ultraschall-untersuchungen sowie jahrliche MRT Untersuchungen empfohlen
[34]. Mittels der internationalen BI-RADS-Klassifikation (Breast Imaging-Reporting and Data System)
kdnnen die Befunde der Mammographie in unauffallig, benigne und malige eingeteilt werden (Tabelle
1). Ab BI-RADS IV, was einen unklaren und auch verdachtigen Befund bedeutet, wird eine Stanzbiopsie
zur Gewebeuntersuchung mit maoglicher Diagnosesicherung empfohlen [124]. Sollte die Diagnose
Brustkrebs festgestellt werden, wird eine beidseitige Mammographie sowie selten ein MRT mit
Kontrastmittel durchgefiihrt. Besteht der klinische Verdacht einer Metastasenbildung, kann eine
Computertomographie des Brust- und Bauchraums sowie eine Knochenmarksszintigraphie
durchgefihrt werden [170].

Tabelle 1: BI-RADS-Klassifikation der Brust
Einteilung der BI-RADS-Klassifikation

Kategorie | Beschreibung Empfehlung
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0 Unvollstandige Untersuchung Weitere Bildgebung erforderlich

1 Negativ, normale symmetrische Brust ohne Jahrliche Vorsorgeuntersuchung
Herdbefund, architektonische Strukturstérung oder | fortfiihren

verdachtige Verkalkungen

2 Definitiv benigner Befund Jahrliche Vorsorgeuntersuchung
fortflihren
3 Vermutlich gutartiger Befund Kontrolluntersuchung
(Malignomwahrscheinlichkeit < 2 %) empfohlen. Veranderungen
Bei Konstanz in 2 Jahren evtl. bediirfen meist einer Biopsie

Abstufung auf BI-RADS 2

4 Verdachtig Biopsie oder Aspiration
(Malignomwahrscheinlichkeit > 2 bis < 95 %) empfohlen

Weitere Einteilung in 4A (2-9 %), 4B (10-49 %) und
4C (50-94 %)

5 Hochverdachtig Biopsie oder direktes
(Malignomwahrscheinlichkeit > 95 %) chirurgisches Vorgehen
empfohlen
6 Biopsie, erfolgt, Malignitat nachgewiesen Therapieplanung

11.7 Therapie

Die Therapie des Mammakarzinoms sollte individuell, mit Bedacht und unter Einbeziehung aller
beteiligten Facharzte und Untersuchungsergebnisse ausgewahlt werden. Sie steht bis zum Stadium der
Fernmetastasierung unter einem kurativen Ansatz. Dies beinhaltet auch lokal fortgeschrittene Tumore
sowie Tumorrezidive [190]. Bei vorhandener Fernmetastasierung ist eine palliative Linderung der
Krankheitsbeschwerden von grofler Wichtigkeit. Als Therapie-optionen gibt es die Operation, die
hormonelle Therapie, die Chemotherapie sowie die Therapie durch Bestrahlung. Die neue
molekularbiologische Therapie, bei der spezifische Wirkstoffe zielgenau Krebszellen angreifen, gewinnt
immer mehr an Bedeutung [37]. Haufig folgen die unterschiedlichen Therapieansatze aufeinander oder
werden kombiniert. Hierbei gibt es die Mdglichkeit, eine Chemo- oder Strahlentherapie postoperativ,
oder eine neoadjuvante Therapie, mit dem Ziel, den Tumor praoperativ zu verkleinern, durchzufiihren.
Die Beurteilung des Therapieansatzes erfolgt anhand der TNM-Klassifikation. Weiterhin spielen die
feingeweblichen und biologischen Merkmale eine wichtige Rolle [35].

Ziel der Operation ist es, den Tumor vollstandig zu entfernen (RO-Resektion). Die Operation kann

brusterhaltend durchgefiihrt werden, wobei eine adjuvante Bestrahlung der Brust zur Senkung der
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Rezidivrate obligat ist [143]. Indikationen fiir eine komplette Entfernung der Brust (modifizierte radikale
Mastektomie) sind eine Multizentrizitat, eine inkomplette Resektion, ein inflammatorisches Karzinom,
diffus ausgebreitete Kalzifikationen, oder sollte eine Bestrahlung nach der Operation nicht mdglich sein
[145].

Die systemische Therapie des Mammakarzinoms kann in antihormonelle, zytostatische und
antikérpervermittelte  Therapieoptionen  unterteilt werden. Die  Hormontherapie  mittels
Aromatasehemmer (Anastrazol, Exemestan etc.), SERM (Tamoxifen) und GnRH-Analoga wird bei
hormonabhangigen Brustkrebsformen primar, adjuvant und palliativ angewendet. Tamoxifen wirkt
antagonistisch am Estrogenrezeptor und kann bei Frauen vor und wahrend der Menopause angewendet
werden (siehe Kapitel: Tamoxifen). Nach der Menopause wird im Kérper durch verschiedene Gewebe
(v.a. Adipozyten) weiterhin Ostrogen gebildet. Diese Synthese kann durch die Aromatasehemmer
inhibiert werden [72]. Es werden die kdrpereigenen Hormone ausgeschaltet, um dem Brustkrebs weitere
Wachstumsreize zu entziehen.

Eine zytostatische Therapie (Chemotherapie) wird bei fortgeschrittenen und prognostisch unglnstigen
Brustkrebsformen empfohlen. Hierzu zahlen hormonrezeptor-positive und HER2/neu-negative Tumore
mit hohem Rezidivrisiko sowie dreifach negative Tumore [120].

Die Antikorpertherapie richtet sich direkt gegen spezielle Eigenschaften von Krebszellen. Bei einer
HER2/neu-Positivitdt des Tumors kann der humanisierte monoklonale Antikdrper Trastuzumab als
Inhibitor des Wachstumsfaktorrezeptors dienen. Dies zeigt im Vergleich zur Chemotherapie eine
erhéhte Remissionsrate, welche bei Kombination der beiden Therapieoptionen weiter steigt [225]. Bei
HER2/neu positivem, metastasierten Brustkrebs untersuchte die Cleopatra Studie 2013, inwiefern eine
duale Antikorpertherapie mit Trastuzumab und Pertuzumab sowie dem Taxan Docetaxel als
Chemotherapeutikum in Kombination von Vorteil ware. Das Ergebnis war eine signifikante Verlangerung
des progressionsfreien Uberlebens, ohne Steigerung der kardialen Toxizitat [20, 171].

Trotz effektiver Primartherapie treten bei etwa 20 % der Brustkrebspatientinnen Fern-metastasen auf.
In der Regel erfolgt ab diesem Zeitpunkt eine palliative Therapie (Best-supportive-care-Therapie). Dies
beinhaltet die Behandlung kérperlicher und psychischer Beschwerden [144]. Bisphosphonate und
Denosumab (Anti-RANKL-Antikérper) reduzieren hierbei das Risiko skelettbezogener Komplikationen.
Dies bestatigt die ABSCG 18 Studie aus 2012, welche eine signifikante Verlangerung des Zeitraums
bis zur ersten skelettalen Komplikation durch den Osteoklasteninhibitor Denosumab zeigt [249].

1.1.8 Tamoxifen

Tamoxifen ist ein selektiver Estrogenrezeptormodulator und blockiert als solcher kompetitiv den
Ostrogenrezeptor. Je nach Gewebespezifitit hat dies einen antagonistischen antiéstrogenen
(Brustdrise) oder agonistischen 0Ostrogenen (Endometrium) Effekt. Bei der Behandlung des
Mammakarzinoms wird seine antagonistisch-antiéstrogene Wirkung genutzt [66]. Tamoxifen wird als
Prodrug durch CYP3A4 zu N-Desmethyl-Tamoxifen und anschliefiend durch CYP2D6 zu Endoxifen
metabolisiert und aktiviert. Diese Metaboliten zeigen eine héhere Affinitat zum Ostrogenrezeptor,
weshalb es bei Interaktionen mit dem jeweiligen Cytochrom P450-System (CYP) zu

Wirkungsveranderungen kommen kann [168]. Tamoxifen wird pra- und perimenopausal zur adjuvanten
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Therapie bei hormonrezeptorpositiven Mammakarzinomen sowie zur Therapie von metastasierten

Mammakarzinomen eingesetzt [190].

1.1.9 Pravention

Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung der Frau im Alter von 35 bis 50 Jahren.
Praventionsmaflinamen besitzen bei dieser Krebsform einen besonderen Stellenwert. Screening und
Friherkennung bauen dabei auf mehreren Saulen auf. Neben einer ausgewogenen, mediterranen
Ernahrung mit viel Obst, Gemise und Vollkornprodukten [197], dem Verzicht von Nikotin [126] und
einem reduzierten Alkoholkonsum, spielen Bewegung, Gewichtsreduktion nach der Menopause und die
Vermeidung von krebserregenden Substanzen bei der primaren Pravention eine wichtige Rolle [36, 73,
74]. Die Sekundar-pravention beinhaltet das monatliche selbststandige Abtasten der Brust ab dem 20.
Lebensjahr sowie das Wahrnehmen der arztlichen Vorsorgeuntersuchungen. Allein durch die
Einflihrung des bundesweiten Mammographie Screenings 2005 konnte die brustkrebs-assoziierte
Sterblichkeit um etwa 25 % gesenkt werden [184, 190]. Bei einem hohen familiaren Risiko sollte ein
erweitertes Screening-Programm 5 Jahre vor Erkrankungsbeginn der Verwandten begonnen werden
[238]. Frauen mit einer Mutation der Gene BRCA1 oder BRCA2 besitzen ein 55- bis 85-prozentiges
Risiko, an Brustkrebs zu erkranken. Hier kann Uber eine prophylaktische bilaterale Mastektomie nach
abgeschlossener Familienplanung, zur Senkung des Brustkrebsrisikos, nachgedacht werden [15, 151].
Die Tertiarpravention soll durch Ernahrung und Ausdauersport ein Fortschreiten der Erkrankung sowie
das Auftreten eines Rezidivs verhindern [18, 146]. Bei Frauen mit postmenopausalem rezeptorpositivem
Mammakarzinom kénnen Aromatasehemmer zur Pravention von kontralateralen Mammakarzinomen

eingesetzt werden [81].

1.1.10 Komplementdrer Therapieansatz

Ein multimodaler Therapieansatz bei der Behandlung von Tumorerkrankungen findet insbesondere bei
an Brustkrebs erkrankten Frauen mehr und mehr Zuspruch [27, 236]. Die Komplementarmedizin
umfasst Behandlungen, die als Erganzung neben der Standardtherapie eingesetzt werden. In der
komplementaren Onkologie ist es das Ziel, die Lebensqualitdt zu verbessern, das allgemeine
Wohlbefinden zu steigern und Krankheitssymptome sowie Nebenwirkungen konventioneller
Behandlungen zu lindern. Die Konzentration liegt hierbei auf dem Erhalt der Gesundheit. Die Evidenz,
die den Einsatz von komplementaren Therapie-ansatzen unterstitzt, ist jedoch begrenzt. Auf einige
evidenzbasierte Therapieoptionen soll im nachsten Abschnitt eingegangen werden.

Ein hohes Mall an Evidenz zeigte regelmaRige und ausreichende Bewegung, eine ausgewogene
Ernadhrung sowie die routinemaRige Anwendung von Mind-Body-Praktiken wie Yoga, Meditation,
Entspannungstechniken und passive Musiktherapie. Haufige psychische und koérperliche
Gesundheitsprobleme bei Patientinnen mit Brustkrebs kénnen so gelindert werden [82, 68]. Die
Anwendung von Akupunktur kann pra- und postoperative Angst, Muskelverspannungen und Schmerzen
lindern [142, 50]. Auch zur direkten Behandlung chemotherapie-induzierter Nebenwirkungen wird die
Komplementarmedizin eingeschrankt empfohlen. So kénnen etwa chemotherapie-induzierte Fatigue,

Ubelkeit, Erbrechen und Aromatase-Hemmer induzierte Arthralgien mittels Akupunktur begrenzt
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gelindert werden [33, 64, 135, 252]. Viele Patientinnen sind auch an einer Starkung des Immunsystems
durch eine Supplementierung von Vitaminen, Spurenelementen und Pflanzenextrakten interessiert
[121]. In der randomisierten, kontrollierten Phase I/lla-Studie von Ma et al. zeigte sich, dass eine
zusatzliche intravendse Gabe von hochdosiertem Vitamin C bei neu diagnostiziertem Ovarialkarzinom
die chemotherapeutische Toxizitat reduzierte [94]. Bei Frauen mit Mammakarzinom stellte Vollbracht et
al. fest, dass die intraventse Gabe von Vitamin C im ersten postoperativen Jahr zur einer signifikanten
Reduzierung der Beschwerden infolge der Krankheit selbst sowie der Chemo- bzw. Strahlentherapie
fuhrte [233].

Ein weiteres, in Deutschland weit verbreitetes und erforschtes Verfahren bei therapie-assoziierten
Nebenwirkungen ist die Misteltherapie. Sie geht auf die Zusammenarbeit der Arztin lta Wegmann mit
Rudolf Steiner, dem Begriinder der anthroposophischen Medizin, zurtick. Dabei verglichen sie Anfang
des 20. Jahrhunderts die schmarotzerhafte Lebensweise eines Tumors im Menschen mit der
Lebensweise der Mistel im Baum [103]. Diese beschriebene, vom Wirt abhangige Lebensweise des
Krebsgeschwiirs und der Mistel, nutzte Rudolf Steiner mit Erfolg, um nach dem Simile-Prinzip ,Gleiches
mit Gleichem® zu behandeln. Vielfach untersuchte Inhaltsstoffe der Mistel sind die zytotoxisch wirkenden
Mistellektine sowie die immunmodulierenden Viskotoxine, welche eine Stimulation sowohl der T-
Lymphozyten als auch der Granulozyten bewirken [138]. Die Ergebnisse einer multizentrischen Studie
aus Deutschland und der Schweiz konnten bei primarem, nicht metastasiertem Mammakarzinom eine
signifikante Verringerung von Nebenwirkungen der konventionellen Krebstherapie, weniger krankheits-
und therapiebedingte Symptome und eine langere Uberlebenszeit bei der Langzeitbehandlung mit
einem standardisierten Extrakt aus der europaischen Mistel (Viscum album L.) zusatzlich zur
konventionellen, adjuvanten onkologischen Therapie darlegen [25].

Die Website CAM Cancer [40] bietet Gesundheitsexperten hochwertige, evidenzbasierte Informationen
Uber komplementare und alternative Medizin (CAM) bei Krebs. Hier wird bei antioxidativ wirkenden
Substanzen unter anderem bei Matcha-Tee und der Aroniabeere vor einer Steigerung beziehungsweise
Abschwachung der chemo- und strahlentherapeutischen Wirkung gewarnt [78].

Selten gehen die Meinungen zu einem Thema so weit auseinander, wie bei der komplementaren
Krebstherapie. Durch aktuelle Forschung und einen grof3en Kenntniszuwachs in diesem Bereich kann
den Betroffenen immer mehr wissenschaftlich relevante Information zur Verfligung gestellt werden [10].
Auch der Einsatz von Curcuma als unterstiitzende Saule der klassischen Krebstherapie wird weiter
untersucht, wohlwissend, dass den darin enthaltenen Stoffen seit alters her viele gesundheitsférdernde

Wirkungen zugesprochen werden.

1.2 Sekundare Pflanzenstoffe

Die sekundaren Pflanzenstoffe sind im Gegensatz zu den primaren Pflanzenstoffen flir eine Pflanze
nicht Uberlebensnotwendig. Sie entstehen im Sekundarmetabolismus und sind nicht am
Energiestoffwechsel der Pflanze beteiligt. Zu den sekundaren Pflanzenstoffen zéhlen die Polyphenole,
die Terpenoide, die Alkaloide und die Glucosinolate. Ihre antibiotischen, antimykotischen und antiviralen
Eigenschaften schitzen die Pflanze vor Krankheitserregern. Die Flavonoide sind die wichtigste

Untergruppe der sekundaren Pflanzenstoffe und gehéren zu den Polyphenolen. Sie werden weiterhin
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in die Klassen der Flavone, Flavonole, Flavanole (Catechine), Flavanone, Anthocyanidine und
Isoflavonoide unterteilt (Abbildung 2). Die Flavonoide bestehen aus zwei aromatischen Ringen (A-Ring
und B-Ring), die Uber eine C3-Einheit (C-2, C-3 und C-4) verknlpft sind. Die Strukturvielfalt der
Flavonoide ergibt sich durch unterschiedlichste Bindungen mit Zuckern oder Sauren an den
aromatischen Ringen [30]. Ihre Aufgaben in den verschiedensten Pflanzen unterscheiden sich anhand
ihrer strukturellen Variationen. Zu diesen Aufgaben zahlen unter anderem eine wichtige Rolle bei der
Fortpflanzung, der Schutz vor pathogenen Erregern, eine Fresshemmung fir Insekten sowie die
Absorption von schadlicher UV-Strahlung. Zusatzlich erhdhen die Zuckerverbindungen die
WasserlGslichkeit der Substanzen und schitzen die Pflanze vor enzymatischen Abbauvorgangen [88].
Der Flavonoid-Gehalt von Curcuma wurde in einer Studie mittels der Methode von Harbone bestimmt
und deren antioxidative Aktivitat untersucht [87]. Herausgefunden wurde, dass die Flavonoide
weitgehend zu den antioxidativen Aktivitdten von Curcuma beitragen und einen wichtigen Baustein fur
die vorteilhaften Wirkungen der Pflanze darstellen konnten [65]. Die Curcuminoide gehéren als
Diarylheptanoide zu den Polyphenolen und den am intensivsten wissenschaftlich untersuchten
Naturstoffen. In den folgenden Kapiteln wird auf die Curcumawurzel und die enthaltenen, in dieser Arbeit

untersuchten, sekundaren Pflanzenstoffe eingegangen.
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Abbildung 2: Grundstrukturen der Flavonoide
Dargestellt sind die verschiedenen Untergruppen der Flavonoide [63].

1.2.1 Die Curcumawurzel und ihre Bestandteile

Curcuma (Curcuma longa) ist eine Pflanzenart, die zur Familie der Ingwergewachse gehért und in den
sudlichen und sudwestlichen tropischen Regionen Asiens weit verbreitet ist. Die Pflanze kann eine
Wuchshohe von einem Meter erreichen. Die Wurzel (Rhizom, Abbildung 3) ist neben ihrer vielfaltigen
Verwendung in den Kiichen von Iran, Malaysia, Indien, China, Polynesien und Thailand auch dafur
bekannt, seit Jahrhunderten in der indischen (Aryuveda) und chinesischen (traditionelle chinesische
Medizin) Heilkunst fir die medizinische Behandlung von Hautkrankheiten, Infektionen, Stress und

Depressionen verwendet zu werden [209].
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Abbildung 3: Curcuma longa
Dargestellt ist das Rhizom der Curcuma longa in fester und in pulvriger Form.

Die wichtigsten Bestandteile der Curcumawurzel sind, neben Wasser, die polyphenolischen
Curcuminoide, welche fir die intensive gelb-orangene Farbe verantwortlich sind, die Flavonoide (z.B.
Quercetin und Isoquercitrin), die Phenolsauren (z.B. Kaffeessaure) sowie verschiedene atherische Ole,
Zucker, Proteine und Harze.

Die Curcuminoide — bestehend aus Curcumin (70-80 %), Demethoxycurcumin (15-20 %) und

Bisdemethoxycurcumin (3-5 %) — machen etwa 3-5 % des Rhizoms aus [97] (Abbildung 4).

CUR
Demethoxy-CUR
Bisdemethoxy-CUR

OCH3;
H
H

OCHj
OCHj
H

Abbildung 4: Die Curcuminoide
Dargestellt ist die Grundstruktur der Curcuminoide (CUR: Curcumin) [95].

Die Flavonoide sind sekundare Pflanzenstoffe aus der Gruppe der Phenole, denen unter anderem
antioxidative Aktivitdten nachgesagt werden. Der gemessene Flavonoidgehalt schwankt je nach
Publikation, was vermutlich auf die verschiedenen Curcuma-Sorten und Extrahierungsverfahren
zuriickzufihren ist.

Ein weiterer Inhaltsstoff der Curcumawurzel ist die Kaffeesaure (Caffeic acid). Sie gehort zur Gruppe
der Phenolsauren. Als solche werden ihr ebenfalls antioxidative, antiinflammatorische,
immunmodulierende sowie potentiell antikanzerogene Wirkmechanismen zugeordnet [186, 101].

Auf die einzelnen in dieser Arbeit untersuchten Inhaltsstoffe der Curcumawurzel wird in den folgenden

Kapiteln ndher eingegangen.
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Aufgrund des zunehmenden Interesses an den vorteilhaften pharmakologischen Eigenschaften der
Curcumawurzel wurden in den letzten Jahrzehnten hunderte wissen-schaftliche Publikationen zu
diesem Thema veréffentlicht. Zu diesen Eigenschaften zahlen ihre antioxidativen [216, 152],
antiinflammatorischen [152, 49] und antimikrobiellen Wirkungen [154, 84, 13]. Die Anwendung von
Curcumadl gegen Staphylococcus Aureus wird in der Arbeit von Singh et al. aufgrund einer stark
hemmenden Wirkung empfohlen [206]. Weiterhin scheint Curcuma eine protektive Wirkung auf die
Fortpflanzungsorgane, bei zusatzlicher pro-apoptotischer Wirkung auf bdsartige Zellen, zu besitzen
[157]. Des Weiteren zeigen jingste Erkenntnisse eine Abschwachung des oxidativen Stresses und der
mit Helicobacter pylori verbundenen histologischen Veranderungen bei chronischer Gastritis durch die
Behandlung mit Curcuma [128]. Eine weitere Studie an Mausen zeigte, dass Curcumadl das Wachstum
von Leberkrebszellen in vivo und in vitro hemmen kann, indem es entziindlichem und oxidativem Stress
entgegenwirkt [133]. Die besonders niedrige Inzidenz der Alzheimer-Demenz in Indien wird mit der

reichlich Curcuma-enthaltenden indischen Kiiche in Verbindung gebracht [75].

Tabelle 2: Phenol- und Flavonoidgehalt der Curcumasorten
Dargestellt ist der Gehalt an Polyphenolen und Flavonoiden der verschiedenen Curcumasorten [mg/g]
Quercetin-Aquivalent [192]

Pflanzenextrakte Polyphenol-Gehalt [mg/g] FLavonoid-Gehalt [mg/g]
Curcuma longa 260 £ 0,25 79,36 £ 0.01

Curcuma caesia 134,47 + 0,06 40,6 £ 0,1

Curcuma amada 92,30 £ 0,05 22,520,015

Im Hinblick auf die vielfaltigen gesundheitlichen Vorteile stellt sich die Frage einer méglichen Toxizitat
durch die Einnahme von Curcuma-Praparaten. Forschungsarbeiten ergaben, dass Curcuma weder fiir
Tiere noch fiir den Menschen giftig sei. Eine Ubersicht, welche die Sicherheit und Toxizitat von Curcuma
in der Medizin erortert, wurde von Soleimani V. et al. erstellt [209]. Hierbei wurde das Fehlen von
Langzeitdaten, Studien an schwangeren Frauen und ausreichende Studien zur Dosissteigerung beim
Menschen bemangelt. Schlussendlich wurde die Einnahme von Curcuma jedoch als unbedenklich

eingestuft.

1.2.2 Curcumin

Curcumin (Diferuloylmethan) ist ein stark farbendes, polyphenolisches gelb-orangenes Pigment und
zahlt zu den meistuntersuchten sekundaren Pflanzenstoffen. Es wurde erstmals 1815 von den zwei
deutschen Wissenschaftlern Vogel und Pelletier aus der Curcumawurzel isoliert [105]. Mithilfe der
Chromatographie konnten 1953 erstmals die Bestandteile der Curcumawurzel aufgetrennt und
quantifiziert und so die einzelnen Curcumionide voneinander differenziert werden [211].

Die intensiv-gelbe Farbe und die geschmackliche Scharfe bedingen den vielfaltigen Einsatz unter
anderem als Farbstoff in Lebensmitteln, Kosmetika oder im Currypulver und Speisesenf. Curcumin ist

ein Keto-Enol-Tautomer mit der Formel C21H2006 und besitzt zwei aromatische Ringe, die durch zwei
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ungesattigte Carbonylgruppen verbunden sind. Wasserstoffbriicken stabilisieren das Molekdl rund um
die zentrale Hydroxylgruppe, bei welcher angenommen wird, dass sie unter anderem fiir die Funktion
als Radikalfanger bedeutsam ist [194, 177]. Aufgrund des vielversprechenden biologischen
Wirkspektrums ist Curcumin Gegenstand unzahliger Publikationen, die sich mit den antioxidativen,
antiinflammatorischen [14] und anti-kanzerogenen Eigenschaften dieser Substanz beschéaftigen [118,
4, 99, 84]. Das in neutralem und saurem Milieu sehr stabile Curcumin verfigt tber eine Reihe von
Einheiten (phenolische Hydroxylgruppe, Methoxygruppe und 1,3-B-Diketon), die das Potenzial haben,
reaktive Sauerstoffzwischenprodukte zu neutralisieren [200].

In diesem Sinne scheint Curcumin eine vielfaltige Schutzwirkung auf diverse Organsysteme zu besitzen.
So belegten aktuelle Studien eine neuroprotektive [237, 137], kardioprotektive [245, 159], renoprotektive
[227], hepatoprotektive [69], dermaprotektive [234] sowie die Augen schitzende [181] Aktivitat. In einer
Ubersichtsstudie wurden die vielversprechenden Daten aus mehreren kiirzlich durchgefiihrten Studien
zu Curcumin bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz, Parkinson,
Multiple Sklerose, Huntington-Krankheit und Prionen-Krankheit, zusammengetragen [22, 54, 183]. In
Tiermodellen verzogerte ein Curcumin-Extrakt die Diabetesentwicklung, verbesserte die pankreatischen
B-Zellfunktion, verhinderte den Tod von B-Zellen und verringerte die Insulinresistenz [174]. Curcumin
gilt ebenfalls als vielversprechend bei der Behandlung chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen
(CED) [108]. Dabei kann die Darmbarriere gestarkt und das Mikrobiom positiv beeinflusst werden [70].
Die Cyclooxygenase 2 (COX-2) wandelt Arachidonsaure zu Eicosanoid Prostaglandin H2 um. Induziert
wird diese Umwandlung zum Beispiel bei Verletzungen oder Entziindungen durch verschiedene
Zytokine und Mitogene. Es kann angenommen werden, dass eine gesteigerte COX-2 Aktivitat mit einem
erhéhten Karzinomrisiko einhergeht [57]. Dabei konnte festgestellt werden, dass Curcumin eine
hemmende Wirkung auf die COX-2 Aktivitat besitzt [99, 220, 175]. So konnte Uber Curcumin eine
induzierte Hochregulation der COX-2 in menschlichen Brustepithelzellen (MCF10A) durch Unterdriicken
der ERK1/2-Phosphorylierung und NF-kB-Transaktivierung gehemmt werden [131]. Sarkar et al.
beschrieben diese chemopraventiven Eigenschaften des Curcumins als praventives Mittel gegen die
von Helicobacter pylori vermittelte Magenkarzinogenese [194].

Wahrend Curcumin eine, wie oben beschrieben, schiitzende Rolle in Bezug auf das menschliche
Organsystem zu Ubernehmen scheint, bestatigten weitere Studien ein breites antikanzerogeneses
Wirkspektrum im Bereich der Onkologie. So konnte eine Curcumin-vermittelte Apoptose durch
Aktivierung der Caspase-3 Protease mittels der Produktion von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)
und der Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien von AK-5-Tumorzellen (ein
Rattenhistiozytom) und Osteosarkomzellen ermittelt werden [23, 45]. Dazu setzt die ROS-Erzeugung
durch Curcumin den Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) frei, férdert den intrazellularen Glutathion
(GSH) Abbau und induziert eine Chromatinkondensation, was zu einer DNA-Fragmentierung flhrt [114].
Weiterhin besitzt Curcumin die Mdglichkeit, die Aktivitat des Tumorsupressorproteins p53 zu steigern,
um eine selektive Apoptoseinduktion in Tumorzellen einzuleiten [191, 86]. Choudhuri et al.
beobachteten eine p53-induzierte Apoptose in humane Brustkarzinomzellen (MCF-7) [52]. Bush et al.
wiederum zeigten, dass Curcumin eine p53-unabhangige Apoptose in menschlichen Melanomzellen
induzierte [39]. Weiterhin zeigte Curcumin hemmende Wirkungen auf NF-kB, MAPK, Zytokine und
reduzierte die Expression von TNF-a sowie TNF-a-induzierten IL-1b, IL-6 und IL-8 [93, 51]. Zuséatzlich
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zeigte die Studie von Chen et al., dass Curcumin die c-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK), welche zur
Gruppe der MAP-Kinasen gehdren und unter anderem die Zellproliferation und den programmierten
Zelltod regulieren, hemmt, was die starke entziindungshemmende und antikanzerogene Wirkung des
Curcumins erklaren kénnte [46]. Uber eine Hemmung der Transkiptionsfaktoren AP-1 und NF-kB sowie
eine Herunterregulierung der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL konnte eine effiziente
Reduzierung des Zelliberlebens erreicht werden [61, 246, 201]. Es konnte nachgewiesen werden, dass
Curcumin in verschiedenen Krebszellen zu einem Zellzyklusarrest in der G2-G2/M [53, 122] und
seltener in der G-1Phase [96] der Mitose beitragt und somit einer Tumorzellproliferation entgegenwirkt

[191]. Dies geschah sowohl p-53 abhangig als auch unabhangig.

1.2.3 Bisdemethoxycurcumin

Bisdemethoxycurcumin ist ein weiteres Curcuminoid der Curcumawurzel. Es besitzt eine hellgelbe,
intensive und stark farbende Farbe. Unter den Curcuminoiden ist Bisdemethoxycurcumin mit 3-5 % am
schwachsten vertreten. Im Unterschied zu Curcumin fehlen diesem Molekil zwei Methoxygruppen,
welche durch Wasserstoffatome ausgetauscht sind (siehe Abbildung 3) [59]. Interessanterweise schien
Bisdemethoxycurcumin im Vergleich zu Curcumin eine schwachere antioxidative [106] und
entzindungshemmende [83], dafiir aber eine starkere antikanzerogene [147] und antimetastatische
[254] Aktivitat zu besitzen. Die beiden fehlenden Methoxygruppen des Bisdemethoxycurcumin wurden
fur die niedrigere antioxidative Kapazitat verantwortlich gemacht [6]. Die antikanzerogene Aktivitat im
Vergleich zu Curcumin ist jedoch umstritten. Neuere Studienergebnisse legen nahe, dass
Bisdemethoxycurcumin zwar ebenfalls vielversprechende antikanzerogene Eigenschaften besitze [134,
255, 179], diese jedoch im Vergleich zu Curcumin schwacher ausfallen wirden [3, 98]. Lesmana et al.
zeigten in einer aktuellen Arbeit aus diesem Jahr (2021) die effektivere Proliferationshemmung von

Curcumin im Vergleich zu Bisdemethoxycurcumin an MCF-7 Brustkrebszellen [132].

1.2.4 Kaffeesaure

Die Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) gehort zur Gruppe der Hydroxyzimtsauren und damit zu den
Phenolsauren. Sie besitzt phenolische und acrylische funktionelle Gruppen und ist in der Pflanzenwelt
weit verbreitet. Sie ist unter anderem in hohen Mengen in verschiedenen Krautern und Beeren vertreten.
Auch in der Curcumawurzel konnte die Kaffeesaure mittels der HPLC-Methode detektiert werden [207].
Sie gehdrt als Vorstufe von Ferulasaure, Coniferylalkohol und Sinapylalkohol zu den Bausteinen des
Lignins, welches wichtig fir den Aufbau der pflanzlichen Zellwand und die Verholzung der Zelle ist [26].
Laut Fachliteratur besitzt Kaffeesaure starke antioxidative, antimykotische und antivirale Eigenschaften
[176]. Hemmati et al. deckten in ihrer Arbeit das antimuskarinische, antihistaminische und
entzindungshemmende Potenzial der Kaffeesaure im Hinblick auf Asthmatherapie auf [91].
Kaffeesaurephenethylester (CAPE), ein Derivat der Kaffeesaure, steht im Verdacht, neuroprotektive,
renoprotektive sowie antikanzerogene Eigenschaften zu besitzen [210, 125, 104]. Die antikanzerogenen
Eigenschaften erreicht die Kaffeesaure Uber eine gesteigerte ROS-Produktion und die Beeintrachtigung
mitochondrialer Funktionen, was eine gesteigerte Apoptose-Neigung der entarteten Zellen zur Folge

hat [153]. In den menschlichen Brustkrebszellen MCF-7 induzierte Kaffeesaurephenethylester tiber die
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Hemmung von NF-kB ebenfalls den programmierten Zelltod [240]. Kaffeesaure ist das in der Natur am
haufigsten vertretene Polyphenol und als solches fiir das Verstandnis der pharmakologischen

Eigenschaften sekundarer Pflanzenstoffe, auch bei der Curcumawurzel, von grof3er Bedeutung.

1.2.5 Isoquercitrin

Das Flavonoid Isoquercitrin (Quercetin-3-glucosid) ist eines der haufigsten Derivate von Quercetin. Es
wurde bereits in verschiedenen Pflanzenarten isoliert. Neben Quercetin zeigte auch Isoquercitrin in
zahlreichen Studien ein breites Wirkspektrum. Laut Kolesarova et al. besitzt Isoquercitrin antioxidative
sowie entzindungshemmende Eigenschaften [119]. Die Fahigkeit, freie Radikale zu eliminieren,
Ubertraf dabei die von Quercetin [164]. Die antientzlindlichen Eigenschaften kdnnen auf eine Hemmung
der Cyclooxygenase 2 und Lypooxygenase zuriickgefihrt werden. Wie Quercetin scheint auch
Isoquercitrin eine wirksame biologische Aktivitat gegenuber diversen Krebszellen zu besitzen. So fihrt
das Flavonoid in Gebarmutterhalskrebszellen zu einem Zellzyklusarrest in der S-Phase. Weiterhin
induzierte es Apoptose unter anderem durch chromosomalen DNA-Abbau und die gesteigerte Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Weiterhin besal} Isoquercitrin die Fahigkeit, die Expression des anti-
apoptotischen Bcl-2-Proteins in entarteten Zellen zu hemmen, wahrend es die Expression des pro-
apoptotischen Proteins Bax steigerte [164]. Da Isoquercitrin neben einer besseren Bioverflugbarkeit ein
vergleichbares Wirkprofil zu Quercetin besitzt, wird es als vielversprechende Substanz zur Vorbeugung

und Behandlung diverser Krankheiten beschrieben [231].

1.2.6 Quercetin

Quercetin ist ein Pentahydroxyflavon (CisH1007) und gehoért zur Gruppe der Flavonoide, einer
Untergruppe der Polyphenole. Als Phytoestrogen besitzt es eine strukturelle Ahnlichkeit zum
menschlichen Estrogen. Es kommt in vielen Hilsenfriichten, Obst und Gemiisesorten vor [259]. Auch
in der Curcumawurzel konnte Quercetin, hauptsachlich glykosyliert, als Qurecetin-3-D-galactoside
gefunden werden [207]. Aufgrund der immensen Strukturvielfalt und vielfaltigen pharmakologischen
Eigenschaften ist Quercetin Bestandteil diverser wissen-schaftlicher Publikationen. Es wurde gezeigt,
dass Quercetin antiinflammatorische, antioxidative und immunmodulierende Eigenschaften aufweist
[113]. Weiterhin scheint Quercetin grof3es Potenzial bei der Pravention degenerativer Erkrankungen wie
Diabetes, Bluthochdruck, Herz-Kreislauf- und neurodegenerativer Erkrankungen zu besitzen [166].
Insbesondere bei der Alzheimer-Krankheit konnte die Neutralisation reaktiver Sauerstoff-spezies durch
Quercetin eine entscheidende Rolle bei der Pravention und Therapie einnehmen [257]. Nach oraler
Aufnahme kann Quercetin von aktivierten Makrophagen aufgenommen und zu verletzten oder
entziindeten Arterien gebracht werden, um dort seine Wirkung zu entfalten [111].

Laut Jeong et al. wirkt Quercetin der Karzinogenese entgegen, indem es eine krebszellspezifische
Hemmung der Proliferation, resultierend aus einem Zellzyklusarrest in der G(1)-Phase der Mitose,
induziert. Die Studie zeigte, dass die chemopraventive Wirksamkeit von Quercetin schon durch niedrige
und physiologisch relevante Dosierung erreicht werden kann [107]. In einer weiteren Studie wurde
gezeigt, dass Quercetin fur eine konzentrations- und zeitabhangige Verringerung der Lebensfahigkeit

von menschlichen MCF-7-Brustkrebszellen sorgte [60]. Ferner konnte festgestellt werden, dass
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Quercetin die Sensitivitat von MCF-7 Zellen gegenulber 5-Fluorouracil (5-FU) erhéht, sodass diese
Kombination fiir die Therapie von Brustkrebs in Erwagung gezogen werden kann [148]. Die Behandlung
mit Quercetin bewirkte eine Herunterregulierung des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2. Eine Spaltung
der Caspasen 3 und 9 sowie die Freisetzung von Cytochrome C legen eine mitochondriale Beteiligung
nahe. Zusatzlich konnte eine gesteigerte Apoptose durch die Hochregulierung der Tumorsupressorgene
Bax und p53 beobachtet werden [213].

Die positiven Eigenschaften des Quercetins werden durch eine niedrige Bioverfugbarkeit und schnelle
Metabolisierung gedampft. Die Entwicklung verschiedener Nanotrager zeigte eine verbesserte

Bioverfligbarkeit sowie eine gesteigerte Konzentration im gewtinschten Zielgewebe [173].

1.2.7 Resorption und Bioverfiigbarkeit

In diesem Kapitel soll auf die Resorption und Bioverfiigbarkeit der sekundaren Pflanzenstoffe am
Beispiel von Curcumin als wichtigste Substanz dieser Arbeit ndher eingegangen werden. Viele in-vitro
und in-vivo Studien zeigten vielversprechende Effekte des Curcumins bei diversen Krankheitsbildern.
Im Gegensatz dazu stellten schon die beiden Wissenschaftler Wahlstrom und Blennow 1978 fest, dass
das in Wasser nahezu unldsliche Curcumin nach oraler Aufnahme Uber den Magen-Darm-Trakt
ausgesprochen schlecht resorbiert wird. In ihrer in-vivo Studie mit Ratten wurde nach oraler Gabe von
Curcumin (1g/kg) im Schnitt 75 % des Curcumins unverandert mit der Faces wieder ausgeschieden
[235]. Weitere Studien bestatigen diese niedrige Resorption und die damit einhergehende kurzweilige
und niedrige Konzentration von Curcumin in Darm, Blut, Leber und Niere [182]. Ferner wird das im
Magen-Darm-Trakt resorbierte Curcumin in Darm- und Leberzellen durch ein endogenes Reduktasen-
System in die Hauptmetabolite Tetrahydrocurcumin und Hexahydrocurcumin reduziert (Abbildung 5),
um anschlieRend durch die Uridin-5’-diphosphoglucuronyltransferasen (UGT) als Cosubstrat bevorzugt

glucuronidiert bzw. durch Sulfotransferasen sulfatiert zu werden (Abbildung 6).
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Abbildung 5: Phase I-Metabolismus von Curcumin
Darstellung der Strukturformel von Curcumin und seinen Hauptmetaboliten [59].

Hauptmetabolite des Curcumin sind nach oraler Gabe also Glucuronide und Glucuronsaure/Sulfat-
Konjugate [17, 203, 102]. Eine weitere Moglichkeit ist die spontane Interaktion von Curcumin mit

Glutathion, bei welcher Monoglutathionylcurcumin entsteht [59]. Die Einnahme von Curcumin in hohen
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Dosen scheint fir den Menschen ungefahrlich zu sein. Eine empfohlene Hochstdosis variiert stark von
3mg-10g/kg [117]. Ein Grund hierfur kann auch die niedrige Bioverfugbarkeit sein [47]. Garcea et al.
legt nahe, dass eine ausreichende Dosierung von Curcumin, um eine pharmakologische Aktivitat

auszuiben, wahrscheinlich nicht durchfihrbar ist [76].

OH O OH O

H3CO Q X > O OCH;3 H3CO O X = O OCH3
COO" O OH

] ) 0580 Curcuminsulfat OH
Curcuminglucuronid

OH SG 0 O
OH
H3CO ! = ! OCHj3
HO OH
Monoglutathionylcurcumin

Abbildung 6: Phase lI-Metabolite von Curcumin
Darstellung der Strukturformel der Glucuronide und Glucuronsaure/Sulfat-Konjugate von Curcumin [59].

Diese Erkenntnisse entfachten den Wunsch, die Bioverfiigbarkeit von Curcumin durch verschiedene
Verfahren zu erhéhen. So wird beispielsweise versucht, die Metabolisierung zu verringern, bzw. die
Resorption von Curcumin zu erhdhen. Eine Steigerung der Bioverflgbarkeit erfolgte durch eine
Komplexbildung aus Curcumin und Sojaphospholipiden, der simultanen Einnahme von Curcumin mit
Piperin (Inhibitor der hepatischen und intestinalen Glucuronidierung) sowie durch das Verpacken von
Curcumin in Micellen aus beispielsweise Natriumdeoxycholat [136, 202, 219, 140]. Einen weiteren
Ansatz zur Erhéhung der Bioverflgbarkeit bietet die Entwicklung von, mit Lipid-Nanopartikeln (SLNs)
beladenen, Curcumin-Molekilen [195, 204, 228].
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2. Zielsetzung

Krebserkrankungen nehmen einen immer groRer werdenden Stellenwert in unserem Alltag ein. Seit
Jahrzenten wissen wir, dass Erndhrung, korperliche Aktivitat und die Vermeidung exogener
Risikofaktoren einen erheblichen Einfluss auf die Entstehung von Krebs-erkrankungen haben kénnen.
Es gilt, die Risikofaktoren zu vermeiden, fir Aufklarung zu sorgen und Vorsorgemalnahmen
wahrzunehmen. Studien zeigten, dass ein hoher Konsum an sekundaren Pflanzenstoffen, wie den
Polyphenolen, Uber die Nahrung mit einer Risikosenkung bestimmter Krebskrankheiten einhergeht. Der
Verzehr von Nahrungsmitteln wie Obst und Gemiuse, die reich an Polyphenolen sind, scheint einen
glinstigen Effekt auf Brustkrebspatientinnen zu besitzen. Die Fille an wissenschaftlichen
Untersuchungen spiegelt hier das groRe Interesse der Bevodlkerung wider. Es gibt jedoch
widerspruchliche Veroffentlichungen, die keinen positiven Zusammenhang bestatigen kénnen. Im
Forschungs-labor der Universitatsfrauenklinik Rostock werden seit Jahren verschiedenste Lebensmittel
auf Polyphenole und deren Auswirkungen auf unterschiedliche Krebszellen untersucht.

Die in der Curcumawurzel enthaltenen Polyphenole Curcumin, Bisdemethoxycurcumin, Quercetin,
Isoquercitrin und Kaffeesaure gelten allgemein als Substanzen mit vielschichtigen antioxidativen,
antiinflammatorischen und antimikrobiellen Wirkungen. Weiterhin konnten diesen Verbindungen in
zahlreichen Forschungsarbeiten antikanzerogene Wirkmechanismen zugesprochen werden.

In Anbetracht der Studienlage zu den Vorteilen einer hohen Zufuhr sekundarer Pflanzenstoffe tber die
Nahrung sowie der antikanzerogenen Kenntnisse Uber die Polyphenole ist das Ziel dieser Arbeit, drei
Curcumaextrakte herzustellen und diese in-vitro an Brustkrebszellen zu testen.

Hierfir werden drei Pflanzenextrakte aus der Curcumawurzel hergestellt. Diese sollen
chromatographisch mithilfe der High Performance Liquid Chromatography (HPLC) aufgetrennt und auf
das Vorhandensein der genannten Polyphenole untersucht werden. Anschliefend soll eine
experimentelle in-vitro Untersuchung der Viabilitdt und Proliferation an der malignen rezeptorpositiven
(MCF-7) und benignen rezeptorpositiven (MCF-12A) Brustkrebszelllinie erfolgen. Spater soll ein
Vergleich zwischen den Extrakten und den synthetisch hergestellten Referenz-Polyphenolen in Bezug
auf deren inhibitorische Wirkung gezogen werden. Hierbei wird der Effekt von Folsdure sowie die
stimulierende Wirkung von Estradiol und die hemmende Wirkung von Tamoxifen miteinbezogen.

In der anschlieRenden Auswertung und Interpretation der Ergebnisse soll Uber einen therapeutischen
und praventivmedizinischen Einsatz der Curcumaextrakte diskutiert und eine tagliche

Supplementierung eines Curcuma Nahrungserganzungsmittels erortert werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Gerate

Gerat/Software

Hersteller

Land

HPLC Smartline Manager 5000
Smartline Pump 1000
Smartline UV-Detector 2500
Smartline RI Detector

Smartline Column Thermostat

Knauer

Deutschland

HPLC - Vertex-Saule 250 x 4 mm Eurospher
100-5 C 18 mit integrierter Vorsaule

Dr. Maisch GmbH

Deutschland

HPLC - Injektionsspritze Injektionsspritze 100 Knauer Deutschland
pl

HPLC - Software ClarityChrom V 2.6. Knauer Deutschland
Mikrowelle Discover SP CEM GmbH Deutschland
Vakuum-Konzentrator-Zentrifuge Concentrator | Eppendorf Deutschland
5301

Waage Sartorius Basic Sartorius AG Deutschland
Waage MT 5 Mettler Toledo USA
Zentrifuge Universal 320R Hettich Deutschland

Zentrifuge Biofuge pico

Heraeus Instruments

Deutschland

Rollenmischer RM 5 Hecht Deutschland
Vakuumpumpe Vacuum Pump MZ 2 NT Vacuubrand Deutschland
Mikroskop Axiostar Plus Zeiss Deutschland
Mikroskop Axiovert 40 C Zeiss Deutschland
Mikroskop-Kamera AxioCam MRc Zeiss Deutschland

pH-Mess-Elektrode Orion 3 Star pH Benchtop

Thermo Scientific

USA

Brutschrank Function Line

Heraeus Instruments

Deutschland
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Gefrierschrank Herafreeze

Heraeus Instruments

Deutschland

Gefriertruhe

Liebherr Premium

Schweiz

Kuhlschrank

Liebherr Premium

Schweiz

Warmeschrank SM 400

Memmert

Deutschland

Sicherheitswerkbank Hera Safe

Heraeus Instruments

Deutschland

Vortexer Reax 2000 Heidolph Deutschland
Plattenrdttler TPM — 2 Sarstedt Deutschland
Microplate Reader Model 680 BioRad USA
Multimode Reader GloMax Discover Promega USA

Glukoseautomat

EKF - Diagnostic

Deutschland

Biosen 5140

Pipetten Research 5000 pl, 1000 pl, 200 pl, Eppendorf Deutschland
100 pl, 20 pl, 10 pl

Multipipette Plus Eppendorf Deutschland
Eppendorf Pipetten- Spitzen 5000 pl, 1000 ul, | Eppendorf Deutschland

200 pl, 100 pl, 20 pl, 10 pl

Pipetus®

Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co.KG.

Deutschland

Pipetten-Spitze 10 ml, 5 mi

Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Emmi®-H22 Ultraschallbad EMAG AG Deutschland
Birker-Zahlkammer

Eismaschine AF80 Fa. Roth Deutschland
Excel 2011 und 2018 Microsoft Corporation USA

Filter (45 pm) Sigma-Aldrich USA

Flachendesinfektionsmittel Bacillol® AF

Paul Hartmann AG

Deutschland
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Handedesinfektionsmittel Sterillium ® classic

Paul Hartmann AG

Deutschland

pure
50 ml Tubes Greiner Bio-One Osterreich
1,5 ml Tubes Greiner Bio-One Osterreich
1,5 ml Kryotubes TPP® Schweiz
24-Well Platte, transparent TPP® Schweiz
96-Well Platte, transparent Greiner Bio-One Osterreich
Zellkulturflasche 50ml Greiner Bio-One Osterreich
Zellkulturflasche 75 cm? TPP® Schweiz
Zellkulturflasche 155 cm? Greiner Bio-One Osterreich

Zelllinie MCF-12A ATCC LGC Standards | Deutschland
GmbH

Zelllinie MCF-7 ATCC LGC Standards | Deutschland
GmbH

Parafim® Carl Roth GmbH & Co.KG
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3.1.3. Chemikalien

Bezeichnung Zusatzbezeichnung Hersteller Land
Folséure CAS-Nr: 59-30-3 Sigma-Aldrich USA
Curcumin CAS-Nr: 458-37-7 Sigma-Aldrich USA
Kaffesaure CAS-Nr: 331-39-5 Sigma-Aldrich USA
Bisdemethoxycurumin | CAS-Nr: 33171-05-0 Sigma-Aldrich USA
Quercetin CAS-Nr: 6151-25-3 Sigma-Aldrich USA
Isoquercitrin CAS-Nr: 482-35-9 Sigma-Aldrich USA
Tamoxifen CAS-Nr: 10540-29-1 Sigma-Aldrich USA
Endoxifen MDL-Nr: MFCD09840374 Sigma-Aldrich USA
Estradiol CAS-Nr: 50-28-2 Sigma-Aldrich USA
Dimethylsulfoxid p.a. CAS-Nr: 67-68-5 CarlRoth, Deutschland
(DMSO) Karlsruhe

Aqua destilliert

Eigenherstellung

Deutschland

Dulbecco’s Modified Dulbecco’s Modified Eagle Medium: | CC-Pro GmbH, Deutschland
Eagle Medium mit 4,5 g/l Glukose, mit 20 ml/I L- Oberdorla
(DMEM): mit Glutamin, 100ml/I FKS, 2 ml/l
Phenolrot, mit 10 % Penicillin/Streptomycin (100x), 5 ml/I
FKS Amphotericin B (250 pg/ml), 15 mg/l
Phenolrot
Dulbecco’s Modified mit 4,5 g/l Glukose, mit 20 ml/I L- CC-Pro GmbH, Deutschland
Eagle Medium Glutamin, 100 ml/l FKS, 2 ml/l Oberdorla
(DMEM): ohne Penicillin/Streptomycin (100x), 5 ml/I
Phenolrot, mit 10 % Amphotericin B (250 pg/ml)
FKS
Dulbecco’s Modified mit 4,5 g/l Glukose, mit 20 ml/I L- CC-Pro GmbH, Deutschland
Eagle Medium Glutamin, 10 ml/l FKS, 2 ml/l Oberdorla

(DMEM): ohne
Phenolrot, mit 1 %

FKS

Penicillin/Streptomycin (100x), 5 ml/I
Amphotericin B (250 pg/ml)
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7,4 (8,0 g NaCl, 2,9 Na2HPO4 x 2
H20 + 0,2 g NaH2PO4 + 0,2 KCl in
1 1 Aquabidest

FKS Fetales Kalberserum Sigma-Aldrich, USA
Steinheim
Amphotericin B 250 pl / ml PAA, Cdlbe Deutschland
Penicillin / 10000 U / ml Penicillin + 10 mg / ml | PAA, Colbe Deutschland
Streptomycin Streptomycin
Trypsin Trypsin-EDTA 10x (5000 mg / | CC-Pro GmbH, | Deutschland
Trypsin, Oberdorla
2000 mg/l EDTA)
Trypan Blau Trypan Blue Stain 0,4 % Gibco, Auckland | Neuseeland
PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung; pH | Biochrom GmbH | Deutschland

Cell Proliferation Roche, Basel Schweiz
ELISA, BrdU

(colometric)

In Vitro Toxicology Sigma-Aldrich, USA

Assay Kit, Neutral Red Steinheim

based

CellTiter-Glo® Promega, USA
Luminescent Cell Madison

Viability Assay - Kit

CytoTox-Glo™.- Promega, USA
Cytotoxixity Assay — Madison

Kit

Progesteron- PR antibody, 1gG, unconjugated, Biorbyt, Grol3britannien
Antikorper Rabbit, Monoclonal Cambridge

Estrogen Beta Mouse IgG2a BioLegend, San | USA
Antikorper Diego

Estrogen Alpha Rabbit monoclonal 1IgG Biorbyt, Grol3britannien
Antikorper Cambridge
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H20:2 Wasserstoffperoxid 35 % Carl Roth, Deutschland
Karlsruhe

LinRed IHC Substratkit flir Peroxidase Linaris, Deutschland
Dossenheim

Immpress Reagent Kit | Anti-Mouse/Rabbit Ig MP-7500 Vector, USA

Peroxidase (IHC) R.T.U. Normal Horse Serum (2,5 %) | Burlingame

Formafix 4 %

Carl Roth GmbH
& Co.KG

Deutschland

pH-Puffer

Thermo
Scientific,
Waltham

USA

Ethanol 70 %

Eigenherstellung

Methanol

J.T. Baker,

Deventer

Niederlande
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3.2 Methoden
3.21.  Extraktherstellung
3.2.1.1. Pflanzliche Extrakte

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Pflanzenextrakte der Curcumawurzel hergestellt und
verwendet. Extrakt 1 lie® sich aus einem kommerziell erhaltlichen Curcuma Gewdlrzpulver in Bioqualitat
herstellen. Extrakt 2 enthielt ein Curcuma Nahrungserganzungsmittel, bestehend aus 1000 mg
Curcuma (95 % Curcuminoide; Curcumin C3 Complex) und 10 mg schwarzem Pfeffer (95 % Piperin)
aus den USA. Die Herstellung von Extrakt 3 erfolgte aus frischen Curcumawurzeln in Bioqualitat aus
dem Supermarkt. Alle Extrakte wurden in doppelter Menge hergestellt.

3.2.1.2. Ethanolverfahren

Das fur die Herstellung der Pflanzenextrakte verwendete Ethanolverfahren kann wie folgt beschrieben
werden: Die verschiedenen Formen der Curcumawurzel wurden auf 2x2 g abgewogen. Das
Gewlrzpulver (Extrakt 1) und das Nahrungserganzungsmittel (Extrakt 2) waren sofort einsatzbereit. Die
frischen Curcumawurzeln (Extrakt 3) lieBen sich mithilfe eines Hackslers fiir die weitere Verarbeitung
zerkleinern. Durch die Zugabe von 20 ml 70 %-gen Alkohol konnten die Extrakte verflissigt werden. Im
Anschluss erfolgte die Erwarmung der Extrakte in der Discover CEM Mikrowelle bei 60 °C und 80 Watt
fur 20 Minuten. Nach dem Abpippetieren der fliissigen Extrakt-Uberstande konnten diese in der
Zentrifuge (Hettich Universal 320 R) bei 4000 U/min fir 15 min weiter in ihre festen und flissigen
Bestandteile aufgetrennt werden. Nun war es mdglich, die flissigen Uberstande vorsichtig mit einer
Pipette abzuziehen und auf Eppendorf-Tubes zu verteilen. Nachfolgend lieRen sich die fliissigen
Uberstande der Extrakte durch wiederholtes Zentrifugieren (Heraeus BIOFUGE pico) bei 13000 U/min
weiter auftrennen. Im letzten Schritt erfolgte die Filtrierung (Minisart Plus 0,45 um) sowie die Einengung
der Extrakte mittels Verdampfungs-Vakuum-Zentrifuge bei 45 °C. Schlussendlich standen alle drei

Extrakte zu 2x1 ml (1000 mg/ml) eingeengt fiir die weitere Arbeit zur Verfliigung.

Abbildung 7: Darstellung einzelner Arbeitsschritte bei der Extraktherstellung

Im linken Bild sind die drei Formen der Curcumawurzel zu sehen, aus welchen sich mithilfe der
Mikrowelle im mittleren Bild die Pflanzenextrakte (rechtes Bild) herstellen lief3en.

3.2.1.3. Aufbereitung der Extrakte, Referenzen und Kontrollen

Die Herstellung der fiir die Versuchsreihe benétigten Referenzen und Kontrollen erfolgte eigenhandig.
Aus den Stammldsungen der Curcumaextrakte (100 mg/ml) lief3en sich Verdiinnungsreihen herstellen.
Die Referenzen wurden nach ihrem Molekulargewicht von 5 mikromolar abgewogen und mit einem

Milliliter ihres passenden Losungsmittels (Negativkontrolle 2) angesetzt. Curcumin, Folsaure und
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Kaffeesaure konnten in absolutem Alkohol, Isoquercitrin und Quercetin in absolutem Alk und DMSO im
Verhaltnis 1:1 und Bisdemthoxycurcumin in reinem DMSO geldst werden.

Die Kontrollsubstanzen Estradiol, Tamoxifen und Endoxifen lie3en sich in 1 ml absoluten Alkohol I6sen.
Wahrend der Versuchsreihe war das Verhaltnis aus Untersuchungssubstanz zu Medium 1:100 Die
jeweilige Endkonzentration der Testsubstanzen im Well ist in den Tabellen 3, 4 und 5 angegeben. Alle
Testsubstanzen wurden mit der Sartorius Basic Waage abgewogen.

Zwischengelagert wurden sowohl die Stammldsungen und Verdiinnungsreihen aller Extrakte als auch

die Referenzen und Kontrollen lichtgeschitzt bei -80°C.

Tabelle 3: Verdiinnungsreihe und Endkonzentration der Extrakte
Angegeben sind die Verdinnungsreihen der Extrakte und deren Endkonzentrationen im Well

Extrakte [%] Konzentration [mg/mi] Endkonzentration im Well
[ug/ml]

100 100 1000

50 50 500

20 22 200

10 10 100

5 5 50

3 3 30
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Tabelle 4: Verdiinnung und Endkonzentration der Referenzen
Angegeben sind die Referenzen und deren Endkonzentrationen im Well

Alkohol/DMSO 1:1

Referenz Konzentration [ug/ml] Endkonzentration im
Well [ug/mi]

Bisdemethoxycurcumin 1540 in DMSO 15,4

Curcumin 1840 in abs. Alk 18,4

Fols&ure 1000 in abs. Alk 10

Kaffeesaure 450 in abs. Alk 4,5

Isoquercitrin 2320 in absolutem 23,2

Alkohol/DMSO 1:1
Quercetin 1510 in absolutem 15,1

Tabelle 5: Verdiinnung und Endkonzentration der Kontrollen
Angegeben sind die Kontrollen und deren Endkonzentrationen im Well

Kontrollen Konzentration [g/ml] Endkonzentration im Well
[ug/ml]

Tamoxifen 0,0056 in abs. Alk 56

Endoxifen 0,006 in abs. Alk 60

Estradiol 0,0027 in abs. Alk 27
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3.2.2. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die HPLC, ein chromatographisches Trennverfahren, ermoglicht die qualitative und quantitative
Darstellung einzelner Inhaltsstoffe eines Extrakts anhand ihrer Polaritat. Das Ziel ist es, mithilfe dieses
Verfahrens die Inhaltstoffe der Curcumaextrakte qualitativ nachzuweisen. Fir den qualitativen
Nachweis von sekundaren Pflanzenstoffen, wie den Polyphenolen, ist die HPLC in der Literatur als
erfolgreiche Methode beschrieben [28, 123, 12].

Die HPLC trennt flissige Stoffgemische in ihre Einzelverbindungen auf. Diese werden als Signalpeaks
in Abhangigkeit zur Relationszeit im Chromatogramm dargestellt. Die Methode nutzt das physikalische
Bindungsverhalten des zu untersuchenden Analyten.

Der Ablauf kann wie folgt beschrieben werden (Abbildung 8). Die zu untersuchende Substanz durchlauft
die HPLC gemeinsam mit einer mobilen Phase (Elutionsmittel). Hierbei trifft sie in der Trennsaule auf
die stationdre Phase. Wechselwirkt nun ein Bestandteil des Analyten stark mit der stationdren Phase,
verbleibt er langer in der Saule. Ist die Wechselwirkung schwacher, verlasst er die Saule friher. So
erscheinen die Stoffe, je nach Polaritat, zeitlich verschoben am Ende der Trennsaule und werden dort
detektiert. Diese verschiedenen Zeitpunkte werden als Retentionszeitpunkte beschrieben, welche
mithilfe eines UV-Detektors bei einer Wellen-lange von 254 nm gemessen wurden. Bei der in dieser
Arbeit verwendeten Reverse-Phase-HPLC (Umkehrchromatographie) bestand die mobile Phase aus
DMSO (Dimethylsulfoxid) mit 10 % Aquabidestilata und Aquabidestilata, gemischt mit 10 % MeOH. Fur
die stationare Phase wurde eine apolare Kohlenstoffsaule (C-18 Universalsaule) verwendet.

Es wird darauf geachtet, dass die mobile Phase mithilfe des Entgasers und der Pumpe blasenfrei mit
einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min zu der Saule geleitet wird. Wahrend der Messung wird die
Zusammensetzung der mobilen Phase verandert, um einen Gradienten aufzubauen
(Gradiententrennung). Dies hat zur Folge, dass auch Stoffe mit sehr &hnlichen physikalischen
Bindungseigenschaften isoliert detektiert werden kénnen [80].

Von dem zu untersuchenden Stoff lieRen sich mithilfe einer Injektionsspritze 20 pl zur mobilen Phase
hinzugegeben. In der Vorsaule werden grobe Partikel herausgefiltert. Nach dem Durchlaufen werden
die verschiedenen Stoffe zu den verschiedenen Retentionszeiten mithilfe des UV-Detektors im
Chromatogramm am Computer dargestellt.

Das Chromatogramm zeigt die gemessenen Peaks und deren Retentionszeit an. Mithilfe von
synthetischen Derivaten der in der untersuchten Substanz zu erwartenden Inhaltsstoffe, kann eine
genaue Aussage Uber deren Vorhandensein getroffen werden. Weiterhin steht die Flache unterhalb des
Peaks proportional zur Menge des detektierten Stoffes. Dazu mussen die Pflanzenextrakte sowie die
einzelnen Referenzen unter gleichen Voraussetzungen getestet und in der Software Clarity Chrome
Ubereinandergelegt werde. Bei identischer Retentionszeit eines Referenzstoffes und eines Peaks im
Chromatogramm der Pflanzenextrakte gilt dieser Stoff als nachgewiesen. Alle Messungen wurden unter
den gleichen Messbedingungen sowie in 3-facher Ausflihrung durchgefiihrt. Im Anschluss an die
Versuchsreihe hat der Chemiker Herr Prof. Dr. Jeschke der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

die Ergebnisse gesichtet und verifiziert.
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Abbildung 8: High Performance Liquid Chromatography
Dargestellt ist das Funktionsprinzip der High Performance Liquid Chromatography (HPLC) Apparatur
modifiziert nach M. Gey [80].

3.2.3. Zellkulturlinien

Fir die Versuchsreihe dieser Forschungsarbeit wurden die maligne Mammakarzinomzellliene MCF-7
und die bengine Mammakarzinomzellliene MCF-12A verwendet. Beide Zellreihen stammen aus der
Michigan Cancer Foundation. Die MCF-7 Zellliene ist eine in der Brustkrebsforschung weit verbreitete
epitheliale, 6strogen -und progesteronrezeptorpositive Adenokarzinomzelle einer kaukasischen 69-
jahrigen Frau aus dem Jahre 1970 [149]. Die Zellen haben eine ungefahre Verdopplungszeit von 29

Stunden.
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Bei MCF-12A handelt es sich um eine pseudo-epitheliale, ebenfalls 6strogen- und
progesteronrezeptorpositive benigne Zelllinie einer postmenopausalen 60-jahrigen nulliparischen
kaukasischen Frau mit fibrozystischer Mastopathie. Die Zellen zeigen eine typische luminale
Epithelmorphologie, dreidimensionales Wachstum in Kollagen und bilden in konfluenten Kulturen
Kuppeln mit einer Verdopplungszeit von etwa 19 Stunden [150, 221]. Beide Zelllienien exprimmieren

die Ostrogenrezeptoren alpha und beta.

3.24. Zellkultivierung

Die Zellkultivierung erfolgte im Forschungslabor der Universitatsfrauenklinik Rostock mit dort eigens
dafiir angesetzten Zellkulturmedien. Beide Zellreihen wurden in unterschiedlichen Medien kultiviert.
Die Kultivierung der MCF-7 Zelllinie erfolgte in einem Medium, bestehend aus DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) und 10 % fetalem Kalberserum (FKS). Zusétzlich enthielt das Medium zum
Schutz vor einer bakteriellen bzw. mykotischen Infektion 1,0 ml Penizillin-Streptomycin (10,000 U
Penizillin/ml, 10 mg Streptomycin/ml) und 2,5 ml Amphotericin B (250 pg/ml). FKS wird verwendet, um
den Zellen ein optimales Wachstum zu bieten und sie mit essentiellen Eiweien zu versorgen. Es enthalt
essenzielle Wachstumsfaktoren und Nahrstoffe.

Fir die MCF-12A Zelllinie wurde eine 1:1 Basismixtur aus DMEM und Ham's F12 als Kulturmedium
verwendet. Weiterhin enthielt es Horseserum (5 %), 100 ng/ml Cholera-Toxin (Cholera Toxin from Vibrio
Cholerae), 10 pg/ml Bovine Insulin, 500 ng/ml Hydrocortison (95 %) und 20 ng/ml Epidermal Growth
Faktor. Auch hier enthielt das Medium zusatzlich zum Schutz vor einer bakteriellen bzw. mykotischen
Infektion 1,0 ml Penizillin-Streptomycin (10,000 U Penizillin/ml, 10 mg Streptomycin/ml) und 2,5 ml
Amphotericin B (250 pg/ml). Bei beiden Kulturmedien sorgte Phenolrot fiir die charakteristische farbliche

Darstellung.

3.2.5. Ansetzen der Zellkulturen

Zu Beginn der Versuchsreihe mussten die Zelllinien, die bei -180 °C unter Verwendung von Stickstoff
gekihlt waren, aufgetaut werden. Um eine Kontamination zu vermeiden, wurde ausschlief3lich unter
sterilen Kautelen unter der Laborabzugshaube gearbeitet. Da die eingefrorenen Zellen mit DMSO
(Dimethylsulfoxid) vermengt waren, sollte dieses Zellgift zum Schutz der Zellen wahrend des
Auftauprozesses entfernt werden. Es wurde eine 1,5 ml Zellsuspension mit 26 ml Kulturmedium in
einem 50 ml Tube vermengt und bei 120 U/min fiir 6 min ohne Bremse zentrifugiert. Das entstandene
Pellet konnte nach Verwerfen des Uberstandes mit 7 ml frischem Kulturmedium in einer 25 ml
Zellkulturflasche mit Bakterienfilter (0,2 pm, Greiner) resuspendiert und anschlielend nach griindlicher
Begutachtung unter dem Lichtmikroskop in den Inkubator gelegt werden. Die Zellenkultivierung erfolgte

bei 37 °C, einer Begasung mit 5 % COz und in einer wasserdampf-gesattigten Atmosphare.

3.2.6. Passagieren der Zellen

Um eine optimale Versorgung der Zellen zu gewahrleisten, erfolgte alle 2-3 Tage ein Mediumwechsel.

Bei einer Konfluenz von 70-80 % konnten die Zellen unter sterilen Kautelen unter einer Zellkulturbank
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passagiert und in die nachstgroRere Zellkulturflasche Uberfiihrt werden. Fir die Passagierung wurde
das Kulturmedium mit einer Pipette entfernt und verworfen. Anschliefend konnte der Boden der
Kulturflasche vorsichtig mit PBS gespiilt (MCF-12A: Trypsin statt PBS) und die adharenten Zellen mit
der Protease Trypsin von der Flaschenwand gel6st werden. Fur diesen Vorgang war eine vollstandige
Benetzung des Bodens mit der Protease wichtig. Das Abldésen dauerte ca. 3 min und wurde zur
Steigerung der Effektivitat im Inkubator durchgefiihrt. Um eine Proteolyse und Schadigung der Zellen
zu vermeiden, musste die Trypsinierung durch Zugabe von Kulturmedium (DMEM +10 % FKS) gestoppt
werden. Die Zellsuspension lief3 sich nun mit einer Pipette entnehmen und in ein 50 ml Tube Gberflihren.
Anschlief3end erfolgte die Zentrifugation fiir 5 min bei 1000 U/min ohne Bremse. Das entstandene Pellet
konnte nach vorsichtigem Dekantieren des flissigen Uberstandendes mit frischem Zellkulturmedium
(MCF-12A nun wieder mit DMEM/Ham’s F12) versehen und durch den Vortex resuspendiert werden.
Nachfolgend wurde die frische Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche Uberfihrt, unter dem

Lichtmikroskop begutachtet und in den Inkubator gelegt.

3.2.7. Ermittlung der Lebendzellzahl

Da wahrend dieser Versuchsreihe die verschiedenen Tests mehrfach durchgefiihrt wurden, war es
enorm wichtig, eine gleichbleibende Zellzahl zu gewahrleisten. Dies lie} sich durch eine Bestimmung
der Zellzahl in der Zellsuspension vor jedem Test mithilfe der Burker-Zahlkammer (Abbildung 9)
erreichen. Diese besteht aus einer oberen und unteren Kammer. Eine LOsung aus Zellkulturmedium,
Zellsuspension aus der Zellkulturflasche und Tryptanblau im Verhaltnis 20:1:1 (360 yl DMEM-Medium
+ 20 pl Zellsuspension + 20 pl Trypanblau) half dabei, die Zellen unter dem Lichtmikroskop bei
100facher VergréRerung zu zahlen. Nach einer blasenfreien Uberfiihrung von 20 pl (10 ul je Kammer)
dieser Losung in die Zahlkammer, konnten die vitalen Zellen von den abgestorbenen Zellen mithilfe des
Mikroskops unterschieden werden. Der anionische Diazofarbstoff Trypanblau eignet sich gut zur
Feststellung der Zellviabilitat. Abgestorbene Zellen mit zerstorter Zellmembran nehmen den Farbstoff
auf, wahrend er in vitale Zellen nicht eindringen kann. Aufgrund dessen zeigen sich vitale Zellen nicht
gefarbt, wahrend letale Zellen den Farbstoff aufgenommen haben.

Durch das Addieren der Zellen aus den gleichgroflen 25 Quadraten der oberen und unteren Kammer

konnte mit folgender Rechnung die Zellzahl ermittelt werden:

Zellzahl/ml = Zellzahl gezahlt aus 2 x 25 Quadraten (Z) x 10 (V) x 104 (KF)

Z = Summe der Zellzahl in 2 x 25 Quadranten

V = Verdiinnung

KF = Kammerfaktor (104)

Mit der errechneten Zellzahl konnte die Zellsuspension jetzt weiter mit Nahrmedium bis zur gewlinschte
Zellmenge pro Milliliter verdiinnt werden.
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Abbildung 9: Zahinetz der Biirker-Zdahlkammer
Mithilfe des Zahinetzes der Blrker-Zahlkammer Iasst sich die Zellzahl bestimmen [38].

3.2.8. Immunhistochemie (IHC)

Zur Sicherung des Rezeptorstatus erfolgte eine immunhistochemische Untersuchung der Zelllinien auf
eine Estrogen- a, Estrogen- f und Progesteron Rezeptorpositivitadt. Diese Rezeptoren werden laut
Fachliteratur und Hersteller in beiden Zelllinien synthetisiert [149, 221].

Die Methode der Wahl war die indirekte Immunmarkierung (Abbildung 10). Der Primar-Antikorper bindet
an den Hormonrezeptor. Ein Sekundar-Antikérper mit gekoppeltem Enzym bindet an den Komplex aus
Hormonrezeptor und Primar-Antikdrper. Aus der anschlieBenden Zugabe des Substrats resultiert
dessen Spaltung durch das gekoppelte Peroxidase-Enzym des sekundaren Antikdrpers mit

Farbumschlag, welcher im Falle einer Positivitat lichtmikroskopisch beobachtet werden kann.
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Abbildung 10: Inmunhistochemie
Dargestellt ist die immunhistochemische Reaktion zur Sicherung des Hormonrezeptorstatus der

Zelllinien. ER =

Durchfiihrung:
Schritt 1:

Schritt 2:
Schritt 3:
Schritt 4:
Schritt 5:
Schritt 6:
Schritt 7:
Schritt 8:

Schritt 9:

Schritt 10:

Schritt 11:

Schritt 12:

Estrogenrezeptor, PR = Progesteronrezeptor, P = Peroxidase, S = Substrat.

Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 90.000 Zellen/ml fiir 24 h auf eine 24
Wellplatte im Inkubator bei physiologischen Bedingungen (37 °C, 5,0 % CO2 und
wasserdampfgesattigte Atmosphare). Die Zellsuspension betragt 300 ul/Well.
Dreimaliges Waschen der Wells mit PBS (300 pl).

Fixierung der Zellen durch 1 ml/Well Formarfix (4 % in PBS) fir 30 min bei RT.
Dreimaliges Waschen der Wells mit PBS (300 pl).

Inkubation mit 300 pl/Well 0,3 % H20:2 fir 30 min bei RT.

Zweimaliges Spilen der Wells mit PBS, dabei Platte schwenken.

Inkubation mit 4 Tropfen Horse Serum fir 20 min bei RT.

Entfernen des Horse Serums (auRer bei Negativkontrolle) und Hinzugabe von 100 pl
Primar-Antikorper (ER-a, 1:10 verdiinnt mit PBS, monoklonaler Anti-kérper der Firma
Biorbyt, USA; ER-B, 1:10 verdiinnt mit PBS, Progesteron, monoklonaler Antikérper der
Firma Gene-Tex, USA; monoklonaler Antikorper der Firma Biorbyt, USA). Inkubation fiir
24 h im Kihlschrank (8 °C).

Antikdrper entfernen und dreimaliges Waschen der Wells mit PBS.

Hinzufigen von 4 Tropfen (200 pl) sekundarem Antikdrper (Universal Anti-
Mouse/Rabbit IgG Antikorper der Firma Vector Laboratories, USA) und Inkubation fiir
30 min bei RT.

Dreimaliges Waschen der Wells mit PBS. Hinzufiigen von 200 pl/Well LinRed IHC
(Substrat) und Inkubation im Dunkeln fiir 5-10 min bei RT.

LinRed entfernen und Reaktion mit Aquabidest stoppen. Die Zellen mit PBS bedecken,

um eine Austrocknung zu vermeiden.
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Schritt 13: Betrachtung unter dem Lichtmikroskop mit entsprechender Dokumentation.

3.2.9. Glukose-, Laktat- und pH-Messung

Zur Darstellung der Stoffwechsellage der Brustkrebszellen nach Beimpfung mit den Extrakten,
Referenzen und Kontrollen, erfolgte eine einmalige Glukose-, Laktat- und pH-Messung.

Der grundsatzlich hdhere Energiebedarf von malignen Zellen im Vergleich zu benignen Zellen wird
durch eine gesteigerte Glukose-Aufnahme und anschlieRende ATP-Produktion gedeckt. Die ATP-
Synthese erfolgt entweder aerob Uber die mitochondrielle Glykolyse unter Einsatz von Sauerstoff und
Glukose oder anaerob Uber die Umwandlung von Pyruvat in Laktat durch die Laktatdehydrogenase.
Durch eine vermehrte anaerobe Energiegewinnung steigt der Laktatspiegel in der Zelle. Dies hat eine
Verminderung des pH-Wertes zur Folge.

Geschadigte oder abgestorbene Zellen nehmen wenig bis keine Glukose auf. Schadigende
Einwirkungen auf die Zelle und ihre Organellen kdnnen eine hypoxische Stoffwechsellage auslésen,
wodurch eine vermehrt anaerobe Energiegewinnung mit erhdhter Laktatproduktion und resultierender
Ansauerung der Zelle zu beobachten ist.

Dementsprechend sind die Glukose- und Laktat-Konzentrationen sowie der pH-Wert ein Indikator fir
die Viabilitat und Vitalitat der Zellen.

Durchfiihrung:
Schritt 1: Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 100 pl Zellsuspension/Well (MCF-7:

600.000 Zellen/ml; MCF-12A: 300.000 Zellen/ml) und Inkubation (MCF-7 fiir 24 h; MCF-
12A fiir 48 h) im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen (37 °C, 5,0 % CO:2
und wasserdampfgesattigte Atmosphare).

Schritt 2: Zugabe von 1 pl/Well der verschiedenen Extrakte, Referenzen, Kontrollen und
Lésungsmittel. Inkubation fiir 48 h unter physiologischen Bedingungen im Brutschrank.

Schritt 3: Die Glukosemessung erfolgte mit 20 pl Uberstand in 1 ml Systemlésung mittels
Glukose-Analysegerat (eco Twenty) im ansassigen Routinelabor vermessen.
Fir die Laktatmessung wurden 20 pl Uberstand in 1 ml Systemlésung gegeben und im
Laktat-Analysegerat (Beckman Coulter AU 480) im ansassigen Routinelabor
vermessen.

Schritt 4: Die restlichen 60 pl dienten der pH-Analyse, welche mit dem pH-Messgerat (Orion 3

Star pH Benchtop Elektrode) im Forschungslabor durchgefiihrt werden konnte.
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3.3. Testmethoden
3.3.1. CellTiter-Glo® - Viabilitatstest

Der CellTiter-Glo®-Viabilitatstest von Promega misst die Anzahl lebensfahiger Zellen durch
Quantifizierung des ATP-Gehalts. Das Hinzufligen des CellTiter Reagent mit der hitzestabilen
Luciferase (Ultra-GloTM Recombinant Luciferase) resultiert in einer Zelllyse und erzeugt ein
lumineszierendes Signal vom ,Glihtyp“, proportional zur im Zytosol vorhandenen ATP-Menge
(Abbildung 11). Die gemessene ATP-Menge ist direkt proportional zur Anzahl der in der Kultur
vorhandenen vitalen Zellen. Eine hohe Zellvitalitat geht mit einer hohen zytosolischen ATP-Aktivitat

einher und kann Uber die entsprechend intensive Lumineszenz dargestellt werden.

1. Description (continued)
Ultra-Glo™ Recombinant
HO COOH Luciferase -0 ok
S /NT S /NT
N/> <S +ATP+0, ’ N/> (S +AMP+PP+CO,+Light
M92+ i

Beetle Luciferin Oxyluciferin

Abbildung 11: Darstellung der chemischen Reaktion des CellTiter-Glo®-Viabilitatstest
Luciferin wird im Beisein von ATP, Magnesium und Sauerstoff, katalysiert durch die Ultra-Glo™
Recombinant Luciferase, zu Oxyluciferin decarboxyliert [44].

Durchfiihrung:

Schritt 1: Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 50 pl Zellsuspension/Well (MCF-7:
600.000 Zellen/ml; MCF-12A: 300.000 Zellen/ml) und Inkubation (MCF-7 fur 24 h; MCF-
12A fir 48 h) im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen (37 °C, 5,0 % CO:2

und wasserdampfgesattigte Atmosphare).
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Schritt 2: Zugabe von 0,5 pl/Well der verschiedenen Extrakte, Referenzen, Kontrollen und

Lésungsmittel. Inkubation fiir 48 h im Brutschrank.

Schritt 3: Bereitstellung des CellTiter Glo Reagent bestehend aus CellTiter Glo Puffer und
CellTiter Glo Substrat.

Schritt 4: Zugabe von 50 ul/Well CellTiter-Glo®-Reagenz. Inkubation auf dem Orbital-schiittler fir
2 min zur Induktion der Zelllyse und Inkubation fir 30 min bei RT, Ausbildung der
Luminiszenz.

Schritt 5: Umpipettieren der Wells auf die zur Messung geeignete weilte Wellplatte.

Schritt 6: Messung der Luminiszenz mittels des GloMax® Luminometer (Promega).

3.3.2. CytoTox-Glo™ - Zytotoxizitatstest

Der CytoTox-Glo™ Test von Promega erlaubt es dem Benutzer, kolorimetrisch die relative Anzahl
abgestorbener Zellen zu bestimmen. Durch den Verlust einer intakten Zellmembran kdnnen
intrazellulare Proteasen (Dead-Cell-Proteasen) von abgestorbenen Zellen extrazellular mittels des AAF-
Glo™ Substrats (Alanyl-alanyl-phenylalanyl-aminoluciferin) gemessen werden. Dieses Substrat kann
die Zellmembran von vitalen Zellen nicht durchdringen. Durch die extrazellulare Proteaseaktivitat der
abgestorbenen Zellen wird das AFF-GloTM Substrat in Anwesenheit von ATP und Sauerstoff gespalten.
Diese Spaltung flhrt zur Luciferase-vermittelten Lichtreaktion, welches durch eine

Luminiszenzmessung mithilfe des GloMax® Luminometer erfasst werden kann (Abbildung 12). Die
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Lumineszenzmenge korreliert direkt mit dem Prozentsatz der Zellen, die zytotoxischem Stress

ausgesetzt sind [55].

H

AAF-N S N COOH
O~
N S
Dead-cell
protease activity

N/: :S +ATP + O,

Luciferase l
M02+

AAF- +

6393MA

Abbildung 12: Darstellung der chemischen Reaktion des CytoTox-Glo™-Zytotoxizitdtstest

Die Spaltung des luminogenen AAF-Glo™-Substrats erfolgt durch die Protease-Aktivitat toter Zellen.
Nach der Spaltung wird ein Substrat fur Luciferase (Aminoluciferin) freigesetzt, was zur Luciferase-
vermittelten Lichtproduktion flhrt [55].

Zur Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte eine zweite Messung nach vollstandiger Lysierung der Zellen
durch Zugabe eines Lysereagenzes. Die Viabilitdt kann berechnet werden, indem das Lumineszenz-
Totzellsignal der ersten Messung vom Gesamtlumineszenzwert der zweiten Messung abgezogen wird
[55].

Zellviabilitat [%] = Gesamtzytotoxizitatssignal — Anfangszytotoxisches Signal

Durchfiihrung:

Schritt 1: Bestimmung der Lebendzellzahl, Aussaat von 100 pl Zellsuspension (MCF-7: 300.000
Zellen/ml; MCF-12A: 150.000 Zellen/ml) und Inkubation (MCF-7 fir 24 h; MCF-12A flr
48 h) im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen (37 °C, 5,0 % CO2 und
wasserdampfgesattigte Atmosphare).

Schritt 2: Zugabe von 1 pl/Well der verschiedenen Extrakte, Referenzen, Kontrollen und
Lésungsmittel. Inkubation fiir 48 h im Brutschrank.

Schritt 3: Herstellung des CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay Reagent aus AAF-Glo™ Substrat
und Assay Buffer. Vorbereitung des Lysis Reagent.

Schritt 4: Zugabe von 50 pl/Well CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay Reagent. Inkubation auf dem
Orbitalschuttler fur 2 min. Anschlieend Inkubation fir 15 min bei RT.
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Schritt 5: Ubertragung auf ein Luminometer-kompatibles Well. Messung der Luminiszenz mittels

des GloMax® Luminometer (Promega).

Schritt 6: Ubertragung in das jeweilige zuvor benutzte Well.

Schritt 7: Zugabe von 50 pl/Well Lysis Reagent. Inkubation fir 2 min auf dem Orbitalschuttler.
Anschlieflend Inkubation fur 15 min bei RT.

Schritt 8: Erneute Ubertragung auf ein frisches Luminometer-kompatibles Well. Zweite Messung

der Luminiszenz mittels des GloMax® Luminometer (Promega).

Schritt 9: Die Zellviabilitat erhalt man durch Subtrahieren der ersten von der zweiten Messung.

3.3.3. BrdU-Proliferationstest

Mithilfe des BrdU-Tests kann die Proliferationsaktivitat der Zellen photometrisch gemessen werden. Es
erfolgt der Einbau des Pyrimidinanalogons BrdU (5-Bromo-2’-deoxyuridine) anstelle des Nukleosids
Thymidin wahrend der Replikationsphase in die DNA der Zelle (Abbildung 13). Dieser Vorgang findet
nur in vitalen Zellen statt. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden bei MCF-7 und 4 Stunden bei MF-
12A werden die Zellen durch das Reagenz Fix-Denat fixiert und denaturiert. Durch die Zugabe von
Antikérpern (Anti-BrdU-POD-Antikorper), welche an das in die DNA eingebaute BrdU binden, entsteht
ein Immunkomplex. Diese Antikorper sind mit einer Peroxidase gekoppelt [43]. Durch das Substrat
Tetramethylbenzidin, welches die Peroxidase spaltet, kann ein Farbumschlag erzeugt und
kolorimetrisch mittels ELISA-Reader (Enzym linked Immunosorbent Assay) quantitativ gemessenen
werden. Dabei korreliert die gemessene Farbintensitat mit der Zellproliferation [43]. Dementsprechend
bedeutet ein intensiver Farbumschlag ein aktives Proliferationsverhalten der Zellen, wahrend bei

niedriger Aktivitat nur eine geringe photometrische Absorbanz messbar ist.

BrdU Fixation and Antibody Colorimetric
Incorporation Denaturation Binding Detection

Substrate

Y

0.0

1g 1% s

Abbildung 13: Schematische Darstellung des BrdU-Tests
BrdU wird in die DNA vitaler Zellen anstelle des Nukleosids Thymidin eingebaut. AnschlieRend kann ein
immunhistochemisch erzeugter Farbumschlag kolorimetrisch gemessen werden [31].

Durchfiihrung:
Schritt 1: Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 100 pl Zellsuspension (MCF-7:

300.000 Zellen/ml; MCF-12A: 150.000 Zellen/ml). Inkubation (MCF-7 fir 24 h; MCF-
12A fiir 48 h) im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen (37 °C, 5,0 % CO:2

und wasserdampfgesattigte Atmosphare).
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Schritt 2: Zugabe von 1 pl/Well der verschiedenen Extrakte, Referenzen, Kontrollen und
Lésungsmittel. Inkubation flr 48 h unter physiologischen Bedingungen im Brutschrank.

Schritt 3: Zugabe von 10 ul/Well BrdU-Reagenz (1:100 verdinnt im jeweiligen Nahrmedium)
unter Ausschluss der Background-Kontrolle und Inkubation im Brutschrank (MCF-7 fiir
3 h und MCF-12A fiir 4 h).

Schritt 4: Leichtes ,Abklopfen” der Wellplatten zum Entfernen des BrdU-Reagenzes und Zugabe
von 200 ul/Well Fix-Denat-Losung. Inkubation fir 30 min bei RT.

Schritt 5: LAbklopfen“ der Fix-Denat-Losung und Zugabe von 100 pl/Well Anti-BrdU-POD
Arbeitslosung (1:100 verdiinnt in Antibody dilution solution). Inkubation fiir 60 min bei
RT.

Schritt 6: +Abklopfen* der Anti-BrdU-POD Arbeitslésung und dreimaliges Spilen der Wells mit

dem Waschpuffer (1:10 verdiinnt mit destilliertem Wasser).

Schritt 7: Waschlésung ,,Abklopfen® und Zugabe von 100 pl/Well Substrat-Losung. Inkubation fir
etwa 15 min bei RT. Die Farbentwicklung wird sichtbar. Leichtes Beklopfen der
Wellplatten zur Homogenisierung der Farbentwicklung.

Schritt 8: Abstoppen der Reaktion mit 25 pl/Well 1-molarer Schwefelsaure. Vermengen durch
leichtes Beklopfen.

Schritt 9: Photometrische Messung des Farbumschlags durch einen ELISA-Reader bei einer

Wellenlange von 420 nm und einer Referenzlange von 620 nm.

3.3.4. Neutralrot Test-Zellvitalitatstest

Neutralrot wird von vitalen Zellen aktiv in ihre Lysosomen aufgenommen und dort gespeichert. So
spiegelt auch dieser Test die Zellviabilitat wider [100]. Dabei bindet das leicht kationische Neutralrot (3-
Amino-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride) innerhalb des sauren Milieus der
Lysosomen an anionische Reste, wird dadurch zum lon und farbt sich rot (Abbildung 14). Der Farbstoff
kann die Lysosomen aufgrund der lonenfalle nicht mehr verlassen. Zellen, die sich im Sterbeprozess
befinden oder schon tot sind, farben sich wenig bis gar nicht an. So kann je nach Neutralrotaufnahme
zwischen vitalen und letalen Zellen unterschieden werden. Durch einen Waschvorgang wird der nicht
aufgenommene Farbstoff aus den Wells entfernt. Durch eine anschlieRende Lysierung der Zellen kann
der aus den Zellen freigesetzte Farbstoff spektrophotometrisch gemessen werden. Dabei korreliert die
Farbintensitat mit der Anzahl vitaler Zellen. Um eine Verfalschung der Messung zu vermeiden, wird das
phenolrothaltige Medium vor dem Test durch farbloses Medium ausgetauscht. So kdnnen die entfernten

Reste der Untersuchungssubstanzen die Messung nicht verfalschen.

HsC N cl”
~
~*.CH
H,N H N 3
CHg

Abbildung 14: Darstellung der Strukturformel von Neutralrot
Der Farbstoff wird als Redoxindikator fiir die Bestimmung der Zellviabilitat verwendet [100].
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Durchfiihrung:
Schritt 1: Bestimmung der Lebendzellzahl und Aussaat von 100 pl Zellsuspension (MCF-7:

400.000 Zellen/ml; MCF-12A: 200.000 Zellen/ml). Inkubation (MCF-7 fiir 24 h; MCF-
12A fir 48 h) im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen
(37 °C, 5,0 % CO2 und wasserdampfgesattigte Atmosphare).

Schritt 2: Zugabe von 1 pl/Well der verschiedenen Extrakte, Referenzen, Kontrollen und
Lésungsmittel. Inkubation fiir 48 h unter physiologischen Bedingungen im Brutschrank.

Schritt 3: Vorbereitung des Austauschmediums (DMEM ohne Zusatze), Zugabe von 4 % Neutral-
Rot-Lésung in das Medium und Absenkung des pH-Werts auf etwa 7,2.

Schritt 4: Austausch des alten durch das neue Medium. Inkubation im Brutschrank fir 1 h.
RegelmaRige Sichtkontrolle unter dem Lichtmikroskop.

Schritt 5: Bei erster Kristallbildung in den Wells der Negativkontrolle 1 (Medium und Zellen)
Medium aller Wells absaugen und mit 150 ul PBS splen.

Schritt 6: Zugabe von 100 pl/Well Solubilisierungslésung (Ethanol/Eisessigmischung) zur
Lysierung der Zellen. Inkubation fiir 15 min bei RT auf dem Orbitalschiittler.

Schritt 7: Photometrische Messung des Farbumschlags durch einen ELISA-Reader bei einer

Wellenlange von 570 nm und einer Referenzlange von 655 nm.

3.3.5.  Statistische Auswertung

Alle Tests wurde bei beiden Zellreihen mindestens dreimal fir alle Referenzen, Kontrollen und
Lésungsmittel wiederholt. Die photometrischen Tests BrdU und Neutralrot erfolgten in 4 x 3-facher
Ausflhrung. Aufgrund der Gewahrleistung einer héheren Mess-genauigkeit bei den Luminiszenztests
CellTiter-Glo® und CytoTox-Glo™ reichte eine 3 x 3-fache Bestimmung fiir alle Ansatze aus. Aus den
gebildeten Mittelwerten lieBen die Hintergrundabsorbanz (reines Medium) substrahieren und der
Standardfehler (SEM) errechnen. Sowohl die Untersuchungssubstanzen als auch die Kontrollen
konnten nun mit ihrem jeweiligen Losungsmittel (Negativkontrolle 2) verrechnet und ein Vergleich zu
Medium und Zellen gezogen werden. Um die Ergebnisse nicht durch eine mégliche Zytotoxizitat des
Lésungsmittels (Negativkontrolle 2) zu verfalschen, wurde die Negativkontrolle 1 (Medium und Zellen)
gleich 100 % gesetzt und mit den Losungsmitteln (Negativkontrolle 2) verrechnet.

Dementsprechend wurde folgende Gleichung aufgestellt:

e . . (EW — HA)
Zellviabilitat/Proliferation [%] = (Losungsmittel — HA) x 100

Der Einfluss des jeweiligen Losungsmittels wurde mittels einer zweiten Rechnung prozentual
dargestellt:

(Mittelwert des Losungsmittels — HA)

Zellviabilitat /Proliferation [%] = (Medium und Zellen — HA) x 100
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EW: Mittelwert aus den experimentellen Werten

HA: Hintergrundabsorbanz (reines Medium)

Die statistische Auswertung und graphischen Darstellungen erfolgten mit der Software GraphPad Prism
9. Die Berechnung méglicher signifikanter Unterschiede zwischen den Extrakten, den Referenzen und
den Kontrollen, verrechnet mit ihrem jeweiligen Losungsmittel (Negativkontrolle 2), zur Negativkontrolle
1 (Medium und Zellen), lie3 sich mittels gepaartem T-Test (bei einer Testsubstanz mit einer Kontrolle)
und RM one-way ANOVA (bei mehreren Testsubstanzen mit einer Kontrolle) durchfihren. Dabei wurde
das Signifikanzniveau auf *p < 0,05 %, **p < 0,01 %, ***p < 0,001 % und ****p < 0,0001 % festgelegt.
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4. Ergebnisse
4.1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Nachfolgend sind die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen im jeweiligen Chromatogramm graphisch
dargestellt. Zu sehen ist die UV-Absorption in AU (Absorptions Units) in Abhangigkeit zur Retentionszeit
in Minuten. Es gelang die Auftrennung der Extrakte mit der Darstellung moglicher Inhaltsstoffe anhand
ihrer Polaritat.

Alle Extrakte zeigen mehrere grofiere und kleinere Peaks. Dies spricht fiir eine Fille an Inhaltsstoffen.
Zunachst wurden die Extrakte miteinander verglichen und anschlieRend auf ihre Inhaltsstoffe gepriift.
Vergleicht man die Extrakte untereinander (Abbildung 15-17), so zeigt sich in Extrakt 1 (Curcuma
Gewtrzpulver) und 3 (Frische Curcumawurzel) ein deutlicher Peak mit einer geringen Retentionszeit.
Dieser Peak im polaren Laufbereich der HPLC spricht fiir eine geringe Affinitat zur Saule. Weitere
deutliche Peaks zeigten sich im zunehmend apolaren Bereich mit einer Retentionszeit von 10-20 min.
Bei sehr apolaren Verhaltnissen (Retentionszeit: 20-30 min) zeigten sich vor allem im Extrakt 2
(Curcuma Nahrungserganzungsmittel) weitere deutliche Peaks mit starker Affinitat zur Saule.

Im Verlauf wurden die Inhaltsstoffe nach vorheriger Literaturrecherche als synthetische Reinstoffe
chromatographiert und mit den Ergebnissen der Extrakte verglichen (Abbildung 18-23). Liegt in den
Ubereinandergelegten Chromatogrammen der Peak einer Referenzanalyse zeitlich genau tber einem
Peak eines Extraktes, deutet das auf eine identische Polaritdt und einen qualitativen Nachweis des
Stoffes im Extrakt hin.

In allen drei Extrakten konnten, in Absprache mit Herrn Prof. Dr. Jeschke von der LMU Miinchen,
folgende Substanzen mittels der HPLC qualitativ nachgewiesen werden: Folsaure bei 1,9 min;
Kaffeesaure bei 24,6 min; Isoquercitrin bei 24,7 min; Quercetin bei 27,7 min; Curcumin bei 28,9 min und

Bisdemethoxycurcumin bei 29,2 min Retentionszeit.
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Abbildung 15: Chromatogramm des Extrakt 1 (Curcuma Gewiirzpulver)

Ordinate: Absorbanz [mAU]J; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeiten: Peak 1: Folsaure (1,9 min); Peak 2:
Kaffeesaure (24,6 min) und Isoquercitrin (24,7 min); Peak 3: Quercetin (27,7 min); Peak 4: Curcumin
(28,9 min); Peak 5: Bisdemethoxycurcumin (29,2 min).
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Abbildung 16: Chromatogram des Extrakt 2 (Curcuma Nahrungserganzungsmittel)

Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeiten: Peak 1: Folsaure (1,9 min); Peak 2:
Kaffeesaure (24,6 min) und Isoquercitrin (24,7 min); Peak 3: Quercetin (27,7 min); Peak 4: Curcumin
(28,9 min); Peak 5: Bisdemethoxycurcumin (29,2 min).
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Abbildung 17: Chromatograph des Extrakt 3 (Frische Curcumawurzel)
Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeiten: Peak 1: Folsaure (1,9 min); Peak 2:
Kaffeesaure (24,6 min) und Isoquercitrin (24,7 min); Peak 3: Quercetin (27,7 min); Peak 4: Curcumin
(28,9 min); Peak 5: Bisdemethoxycurcumin (29,2 min).
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Abbildung 18: Chromatograph des Curcumins
Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeit: Peak 1: 28,9 min.
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Abbildung 19: Chromatograph des Bisdemethoxycurcumins
Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeit: Peak 1: 29,2 min
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Abbildung 20: Chromatograph der Folsaure
Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeit: Peak 1: 1,9 min.
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Abbildung 21: Chromatograph der Kaffeesaure
Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeit: Peak 1: 24,6 min.
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Abbildung 22: Chromatograph des Isoquercitrins
Ordinate: Absorbanz [mAU]J; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeit: Peak 1: 24,7 min.
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Abbildung 23: Chromatograph des Quercetins
Ordinate: Absorbanz [mAU]; Abszisse: Zeit [min]. Retentionszeit: Peak 1: 27,7 min.
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4.2, Immunhistochemie

Mithilfe der Immunhistochemie konnte der Hormonrezeptorstatus der Zelllinien MCF-7 und MCF-12A
gesichert werden (Abbildung 24). In beiden Zellreihen lieRen sich die Estrogenrezeptoren-a (A), - (B)
sowie der Progesteronrezeptor (C) nachweisen. Fir MCF-7 konnte weiterhin eine C-Erb (Her2)-
Positivitat bestatigt werden. Dies erfolgte Uber eine indirekte Immunreaktion mit Farbumschlag (rote
Farbreaktion), welche im Lichtmikroskop bestatigt werden konnte. Die Negativkontrolle (D) zeigt keine
rezeptorvermittelte Farbreaktion.

Abbildung 24: Immunhistochemie von MCF-7 (links) und MCF-12a (rechts)
Reprasentativ sind positive Ergebnisse fiir das Vorhandensein von ER-a (A), ER-B (B) und Progesteron-
Rezeptor (C) dargestellt. Die Negativkontrollen (D) zeigen keine rote Farbreaktion.

46



Ergebnisse

4.3. CellTiter-Glo®-Viabilitidtstest

Mit dem CellTiter-Glo®-Viabilitatstest konnte die Viabilitat der Zellen anhand ihres ATP-Gehalts mittels
Lumineszensmessung bestimmt und grafisch dargestellt werden.

Die Abszisse zeigt die Extraktverdiinnungen, Referenzen und Kontrollen in ug/ml, wahrend die Ordinate
die Viabilitat in % darstellt.

MCEF-7:

Extrakt 1 (Curcuma Gewdrzpulver) prasentierte bei 1000 pg/ml und 500 pg/ml eine signifikante
Verminderung der Zellzahl (36,0 %; p = 0,0228; SE + 4,7 und 51,3 %; p = 0,0269; SE £ 2,7). Bei 1000
pg/ml wurde dabei eine LD50 erreicht. Weiterhin zeigte Extrakt 3 (frische Curcumawurzel) in seiner
héchsten Konzentration eine Hemmung der Viabilitat auf 59,7 % (p = 0,0345; SE + 6,2). Extrakt 2
(Curcuma Nahrungserganzungsmittel) hatte keine inhibierende Wirkung auf das Zellwachstum
(Abbildung 25).

Bisdemethoxycurcumin und Curcumin zeigten bei den Referenzen ebenfalls eine sehr deutliche (8,0 %;
p = 0,0136; SE + 3,5) und deutliche (56,6 %; p = 0,0388; SE + 5,8), signifikante Verminderung der
Zellzahl (Abbildung 26).

Bei den Kontrollen und Ldsungsmitteln hatte Estradiol keine, Tamoxifen und Endoxifen eine stark
zytotoxische Wirkung (Abbildung 27).

MCF-12A:

Extrakt 1 (Curcuma Gewdrzpulver) liefs bei 1000 ug/ml eine signifikante Verminderung der Zellzahl auf
45,6 % (p = 0,0331; SE + 1,7) beobachten. Die beiden anderen Extrakte wiesen keine inhibierende
Wirkung auf (Abbildung 28).

Bei den Referenzen tiberzeugten Bisdemethoxycurcumin (10,6 %; p = 0,0432; SE + 2,1) und Curcumin
(16,6 %; p = 0,0232; SE £ 4,7) sowie Kaffeesaure (47,0 %; p = 0,0234; SE + 7,767) und Quercetin (28,5
%; p = 0,0388; SE £ 9,1) mit einer signifikanten Hemmung der Viabilitdt (Abbildung 29).

Nach der Beimpfung der Zellen mit den Kontrollen Estradiol, Endoxifen und Tamoxifen konnten die
erwarteten Ergebnisse beobachtet werden. Bei den Lésungsmitteln berraschte Alkohol 90 %/DMSO

und DMSO mit einer moderaten bis starken Zytotoxizitat (Abbildung 30).

47



Ergebnisse
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Abbildung 25: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-7 Zellen im CellTiter-Glo®-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben

M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 26: Einfluss der Referenzen auf MCF-7 Zellen im CellTiter-Glo®-Test

Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben. Losungsmittel:
Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsadure = Alkohol 90 %; Kaffeesaure =

Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1. M/Z = Medium/Zellen; Bis-
Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 27: Einfluss der Kontrollen und Lésungsmittel auf MCF-7 Zellen im CellTiter-Glo®-
Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmitteln [ug/ml]. Die

Quantifizierung zeigt den Mittelwert £ SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit ****p < 0,0001 % angegében.
M/Z = Medium/Zellen.
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MCF-12A CellTiter-Glo®
Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3
150
= 100
T *
§
0- T T T \

I I I I I I I I l
M/Zz 1000 500 200 100 50 30 1000 500 200 100 50 30 1000 500 200 100 50 30

Extraktverdiinnungen [ug/ml]

Abbildung 28: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-12A Zellen im CellTiter-Glo®-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben

M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 29: Einfluss der Referenzen auf MCF-12A Zellen im CellTiter-Glo®-Test

Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Mogliche Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben.
Lésungsmittel: Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsaure = Alkohol 90 %; Kaffeesaure

= Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1. M/Z = Medium/Zellen; Bis-
Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 30: Einfluss der Kontrollen und Lésungsmittel auf MCF-12A Zellen im CellTiter-Glo®-
Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmitteln [ug/ml]. Die

Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben.
M/Z = Medium/Zellen.
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44, CytoTox-Glo™- Zytotoxizitatstest

Anhand des CytoTox-Glo™-Zytotoxizitatstests lieR sich die Anzahl der abgestorbenen Zellen Uber eine
Lumineszenzmessung durch Ermittlung der Dead-Cell-Proteasen-Aktivitdt messen. Um die Viabilitat in
% angeben zu konnen, wurde eine zweite Messung nach vollstandiger Lysierung der Zellen
durchgefihrt. Die Zellviabilitat konnte berechnet werden, indem die aus dem experimentellen Zelltod
resultierenden Lumineszenzsignale von den Gesamt-lumineszenzwerten subtrahiert wurden [55].

Die Abszisse zeigt die Extraktverdiinnungen, Referenzen und Kontrollen in ug/ml und die Ordinate die

Viabilitat in % an.

MCF-7:

Extrakt 1 (Curcuma Gewdlrzpulver) und Extrakt 2 (Curcuma Nahrungserganzungsmittel) lieferten
hemmende Ergebnisse bei 1000 ug/ml mit signifikanten Verminderungen der Zellzahl auf 46,0 % (p =
0,0312; SE £ 6,1) und 66,3 % (p = 0,0107; SE + 11,7; Abbildung 31).

Bei den Referenzen prasentierte Bisdemethoxycurcumin eine sehr starke und Kaffeesaure eine
moderate Zytotoxizitat mit einer Viabilitat von 6,3 % (p = 0,0142; SE + 1,4), beziehungsweise 45,3 % (p
= 0,0079; SE % 4,0; Abbildung 32).

Die Kontrollen zeigten bei Estradiol eine leicht stimulierende, bei Endoxifen und Tamoxifen eine ganzlich
letale Wirkung auf das Zellwachstum. Die Losungsmittel hatten keine, beziehungsweise eine schwache
zytotoxische Wirkung (Abbildung 33).

MCF12:

Bei den Extrakten Uberzeugte die starkste Verdiinnung von Extrakt 1 (Curcuma Gewdlrzpulver) mit einer
moderaten und signifikanten Verminderung der Zellzahl auf 68,3 % (p = 0,0394; SE + 2,0). Die beiden
anderen Extrakte wiesen keine signifikante zytotoxische Wirkung auf die Brustkrebszellen auf
(Abbildung 34).

Bei den Referenzen konnte Bisdemethoxycurcumin mit einer sehr deutlichen (8,3 %; p<0,0001; SE +
0,3) und Curcumin (27,6 %; p = 0,0204; SE + 2,6) sowie Quercetin (40,3 %; p = 0,0168; SE + 2,9) mit
einer moderaten und signifikanten Verminderung der Zellzahl (iber-zeugen (Abbildung 35).

Die Beimpfung der Zellen mit den Kontrollen ergab bei Estradiol eine leicht stimulierende, bei Endoxifen
und Tamoxifen eine deutlich zytotoxische Wirkung. Bei den Loésungsmitteln zeigte
Alkohol 90 % / DMSO und reines DMSO eine moderate Zytotoxizitat (Abbildung 36).
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MCF-7 CytoTox-Glo™
Extrakt 1 Extrakt 2 Extrakt 3

150
X 100 *
®
= *
3
£ 50

0- j I I I

I I I I I I I l
1000 500 200 100 50 30 1000 500 200 100 50 30

Extraktverdiinnungen [ug/mi]

M/Z 1000 500 200 100 50 30

Abbildung 31: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-7 Zellen im CytoTox-Glo™-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben

M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 32: Einfluss der Referenzen auf MCF-7 Zellen im CytoTox-Glo™-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % und **p < 0,01 % angegeben.
Lésungsmittel: Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsaure = Alkohol 90 %; Kaffee-

saure = Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1. M/Z = Medium/Zellen;
Bis-Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 33: Einfluss der Kontrollen und Losungsmittel auf MCF-7 Zellen im CytoTox-Glo™-
Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmitteln [ug/ml]. Die

Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit ***p < 0,001 % angege.ben.
M/Z = Medium/Zellen.
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Abbildung 34: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-12A Zellen im CytoTox-Glo™-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben

M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 35: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-12A Zellen im CytoTox-Glo™-Test

Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen ([ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % und ****p < 0,0001 % angegeben.
M/Z = Medium/Zellen. L6ésungsmittel: Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsaure =

Alkohol 90 %; Kaffeesaure = Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1.
M/Z = Medium/Zellen; Bis-Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 36: Einfluss der Kontrollen und Losungsmittel auf MCF-12A Zellen im CytoTox-Glo™-
Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmitteln [ug/ml]. Die

Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit **p < 0,01 % angegeben
M/Z = Medium/Zellen.
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4.5. BrdU-Proliferationstest

Der BrdU-Test dient der Ermittlung des Wachstumsverhaltens der Zellen. Hierbei wird, anstelle von
Thymidin, wahrend der S-Phase des Zellzyklus Brom-desoxyuridin (BrdU) in die Zell-DNA eingebaut.
Anschlief3end kann die Menge an eingebautem BrdU durch die Kopplung eines spezifischen Antikdrpers
kolorimetrisch gemessen werden. Insofern hilft der BrdU-Test dabei, eine Aussage Uber die
Zellproliferation zu tatigen

Die Abszisse zeigt die Extraktverdiinnungen, Referenzen und Kontrollen in pg/ml, wahrend die Ordinate

die Proliferation in % angibt.

MCF-7:

Bei allen drei Extrakten ist eine abnehmende Tendenz des Proliferationsverhaltens der Zellen in
Richtung der starksten Konzentrationen (1000 ug/ml), bis hin zu einer moderaten bis starken (Extrakt
1) Verminderung der Proliferation, zu erkennen. Extrakt 1 (Curcuma Gewilrzpulver) prasentierte hierbei
eine signifikante Hemmung der Zellproliferation auf 48,7 % (p = 0,0471; SE £ 6,5 %; Abbildung 37).
Wahrend die Referenzen Bisdemethoxycurcumin (45,0 %; p = 0,3790; SE + 0,5 %) und Curcumin (50,0
%; p = 0,0364; SE £ 3,0 %) das Zellwachstum signifikant hemmten, Folsaure wie erwartet etwas
stimulierend wirkte, zeigten Kaffeesaure, Isoquercitrin und Quercetin eine nicht-signifikante Hemmung
(Abbildung 38).

Die Behandlung der Zellen mit den Kontrollen lie3 bei Estradiol keine Wirkung erkennen. Tamoxifen

und Endoxifen hemmten den Zellmetabolismus deutlich (Abbildung 39).

MCF-12A:

Bei Extrakt 1 (Curcuma Gewdurzpulver) sowie Extrakt 3 (Curcuma Nahrungserganzungs-praparat) ist
eine abnehmende Tendenz des Proliferationsverhaltens der Zellen in Richtung der starksten
Konzentrationen zu erkennen. Die Beimpfung der Zellen mit der starksten Konzentration von Extrakt 1
(1000 pg / ml) ergab eine signifikante Hemmung der Proliferation auf 44,3 % (p = 0,0306; SE * 4,0 %;
Abbildung 40).

Die Referenzen Bisdemethoxycurcumin (21,2 %; p = 0,0472; SE £ 7,8 %) und Curcumin (26,7 %; p =
0,0041; SE £ 5,9 %) konnten mit einer signifikanten und deutlichen, Isoquercetin und Quercetin mit einer
moderaten Hemmung auf das Zellwachstum tberzeugen. Folsaure wirkte leicht stimulierend (Abbildung
41).

Die Kontrollen zeigten bei Estradiol keine, bei Endoxifen und Tamxifen eine sehr starke Hemmung der
Viabilitat. Bei den Losungsmitteln wirkten Alkohol 90 % / DMSO und DMSO moderat
proliferationshemmend (Abbildung 42).
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Abbildung 37: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-7 Zellen im BrdU-Test
Dargestellt ist die Proliferation [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben

M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 38: Einfluss der Referenzen auf MCF-7 Zellen im BrdU-Test
Dargestellt ist die Proliferation [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben. Losungsmittel:
Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsdure = Alkohol 90 %; Kaffeesaure =

Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1 M/Z = Medium/Zellen; Bis-
Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 39: Einfluss der Kontrollen und Lésungsmittel auf MCF-7 Zellen im BrdU-Test
Dargestellt ist die Proliferation [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmittel [ug/mi]

Die Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit **p < 0,01 % angegeben:
M/Z = Medium/Zellen.
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Abbildung 40: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-12A Zellen im BrdU-Test
Dargestellt ist die Proliferation [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben.

M/Z = Medium/Zellen, Extrakt 1 = Curcuma Gewdlrzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 41: Einfluss der Referenzen auf MCF-12A Zellen im BrdU-Test
Dargestellt ist die Proliferation [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % und **p < 0,01 % angegeben

Lésungsmittel: Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsaure = Alkohol 90 %; Kaffee-

saure = Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1. M/Z = Medium/Zellen;
Bis-Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.

MCF-12A BrdU - Proliferationstest
— 100+ R —
§ B —
E 50 — -
>
* *%
0- == T T T T T
M/Zz Estradiol Endoxifen Tamoxifen Alkohol Alkohol  Alkohol 90% / DMSO
27 56 60 70% 90% DMSO 1:1

Kontrollen [ug/ml] und Losungsmittel

Abbildung 42: Einfluss der Kontrollen und Lésungsmittel auf MCF-12A Zellen im BrdU-Test
Dargestellt ist die Proliferation [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmittel [ug/ml].

Die Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % und
**p < 0,01 % angegeben. M/Z = Medium/Zellen.
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4.6. Neutralrot-Test

Der Neutralrot-Test dient der Bestimmung der Zellviabilitdt. Durch Endozytose des Farbstoffes farben
sich vitale Zellen rétlich. Die Farbung ist im Lichtmikroskop gut zu beobachten (Abbildung 43). Nach
einer Inkubationszeit von etwa einer Stunde kann die Menge an aufgenommenem Neutralrot
kolorimetrisch mittels eines ELISA-Readers gemessen werden.

Die Abszisse zeigt die Extraktverdiinnungen, Referenzen und Kontrollen in ug/ml, wahrend die Ordinate
die Viabilitat in % darstellt.

v 4

Abbildung 43: MCF-7 Zellen nach Inkubation mit Neutralrot
Die vitalen Zellen nehmen den Farbstoff auf und farben sich rot. Abbildung aus dem Lichtmikroskop bei
20-facher VergréRerung.

MCF-7:

Alle Extrakte wiesen die Tendenz einer abnehmenden Zellviabilitdt in Richtung steigender
Extraktkonzentrationen auf. Es wurde jedoch weder eine signifikante Verminderung der Zellzahl noch
eine LD50 erreicht (Abbildung 44).

Bei den Referenzen prasentierte Bisdemethoxycurcumin eine sehr starke (6,2 %; p = 0,0025; SE + 5,2),
Curcumin (50,0 %; p = 0,0168; SE * 5,339) und Quercetin (43,50 %; p = 0,0455; SE + 6,021) eine
moderate zytotoxische Wirkung auf die Zellen (Abbildung 45).

Die Kontrollen zeigten bei Estradiol eine schwach stimulierende und bei Endoxifen und Tamoxifen eine
stark zytotoxische Wirkung (Abbildung 46).

MCF-12A:
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Bei den starksten Konzentrationen der Pflanzenextrakte konnte eine moderate bis leichte Hemmung
der Zellviabilitdt gemessen werden. Diese Verminderung der Zellviabilitdt erreichte jedoch keine
signifikanten Werte (Abbildung 47).

Bei den Referenzen zeigte Bisdemethoxycurcumin (18,5 %; p = 0,0009; SE + 4,573) eine sehr starke,
Curcumin (32,6 %; p = 0,0149; SE + 1,453) und Quercetin (34,6 %, p = 0,0291; SE + 3,333) eine starke
Zytotoxizitat (Abbildung 48).

Die Kontrollen lief3en bei Estradiol keine, bei Endoxifen und Tamoxifen eine sehr stark zytotoxische
Wirkung erkennen. Bei den Losungsmitteln wurde kein, beziehungsweise ein sehr schwacher toxischer
Effekt festgestellt (Abbildung 49).
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MCF-7 Neutralrot Test
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Abbildung 44: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-7 Zellen im Neutralrot-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben.

M/Z = Medium/Zellen, Extrakt 1 = Curcuma Gewdurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 45: Einfluss der Referenzen auf MCF-7 Zellen im Neutralrot-Test
Dargestellt ist die Viabilitdt [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % und **p < 0,01 % angegeben.
Lésungsmittel: Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsaure = Alkohol 90 %; Kaffee-

saure = Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1. M/Z = Mediur7n/ZeIIen;
Bis-Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 46: Einfluss der Kontrollen und Lésungsmittel auf MCF-7 Zellen im Neutralrot-Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmittel [ug/ml]. Die

Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 4. Signifikanzen sind mit **p < 0,01 % angege-ben.
M/Z = Medium/Zellen.
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MCF-12A Neutralrot Test
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Abbildung 47: Einfluss der Extraktverdiinnungen auf MCF-12A Zellen im Neutralrot-Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen [ug/ml]. Die
Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 4. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % angegeben.

M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdurzpulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungs-
mittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 48: Einfluss der Referenzen auf MCF-12A Zellen im Neutralrot-Test

Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Referenzen [ug/ml]. Die Quantifizierung
zeigt den Mittelwert + SEM. N = 3. Signifikanzen sind mit *p < 0,05 % und ***p < 0,001 % angegeben.
Lésungsmittel: Curcumin = DMSO; Bis-Curcumin = Alkohol 90 %; Folsdure = Alkohol 90 %; Kaffee-

saure = Alkohol 90 %; Quercetin und Isoquercitrin = Alkohol 90 % / DMSO 1:1. M/Z = Medium/Zellen;
Bis-Curcumin = Bisdemethoxycurcumin.
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Abbildung 49: Einfluss der Kontrollen und Losungsmittel auf MCF-12A Zellen im Neutralrot-Test
Dargestellt ist die Viabilitat [%] nach 48 h Inkubation mit den Kontrollen und Lésungsmittel [ug/ml]. Die

Quantifizierung zeigt den Mittelwert + SEM. N = 4. Signifikanzen sind mit **p < 0,01 % angegeben.
M/Z = Medium/Zellen.
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4.7. Glukosemessung

Mithilfe der Glukosemessung kénnen Riickschlisse auf die Stoffwechsellage der Brustkrebszellen unter
Einwirkung der Pflanzenextrakte und Kontrollen gezogen werden. Nur vitale Zellen nehmen aktiv

Glukose zur Verstoffwechselung auf, was die Glukosekonzentration im Medium senkt.

MCF-7:

Der Glukosewert des Kulturmediums lag bei 31 mmol/l. Die Glukosebestimmung von Medium und Zellen
ohne Testsubstanz ergab einen Wert von 20,7 mmol/l. Bis auf die hochste Konzentration von Extrakt 1
(Curcuma Gewdrzpulver) wurden bei den Verdiinnungen aller Extrakte Werte zwischen 17 und 22
mmol/l gemessen. Die Behandlung mit der starksten Konzentration von Extrakt 1 (1000 ul/ml) ergab
einen Glukosewert von 29,9 mmol/l.

Nach der Beimpfung mit Estradiol konnte ein Glukosespiegel von 19,9 mmol/l gemessen werden. Bei

Tamoxifen und Endoxifen wurden die Werte 23,2 mmol/l und 24,6 mmol/l gemessen (Abbildung 50).

MCF-12A:

Der Glukosegehalt des Kulturmediums ergab einen Wert von 21 mmol/l. Die Glukosebestimmung von
Medium und Zellen ohne Testsubstanz prasentierte einen Wert von 13,6 mmol/l. Nach der Behandlung
mit der starksten Konzentration von Extrakt 2 zeigte sich ein Glukosewert von 19,7 mmol/l. Bei der
Bestimmung der Glukosekonzentration aller weiteren Extraktverdiinnungen konnten Werte zwischen 12
und 15 mmol/l gemessen werden.

Nach der Beimpfung mit Estradiol lieR? sich ein Glukosewert von 13,1 mmol/l beobachten. Bei Tamoxifen
und Endoxifen wurden die Werte 16,8 mmol/l und 16,9 mmol/l gemessen (Abbildung 51).
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MCF-7 Glukosemessung
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Abbildung 50: Glukosekonzentration nach Beimpfung der MCF-7-Zellen mit den Extrakt-
verdiinnungen und Kontrollen

Dargestellt ist der Glukosespiegel in [ug/ml] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen und
Kontrollen [ug/ml]l. M = Medium; M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdlrzpulver;
Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungsmittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 51: Glukosekonzentration nach Beimpfung der MCF-12A-Zellen mit den Extrakt-
verdiinnungen und Kontrollen

Dargestellt ist der Glukosespiegel [ug/ml] nach 48 h Inkubation mit den Extraktverdiinnungen und
Kontrollen [ug/ml]l. M = Medium; M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdulrzpulver;
Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungsmittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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4.8. Laktat- und pH-Messung

Mithilfe dieser Messung kann das Laktat, welches als Endprodukt der anaeroben Glykolyse anfallt,
bestimmt werden. Ein erhohtes Laktat gilt als Indikator fiir einen gesteigerten Zellmetabolismus. In
reinem Medium ist aufgrund der fehlenden Zellen kein Laktat vorhanden. Die pH-Messung gibt
Aufschluss dariiber, ob eine aerobe oder anaerobe Stoffwechsellage vorliegt. Ein anaerober

Zellmetabolismus ist hierbei mit einem verminderten pH-Wert assoziiert.

MCE-7:

Bei den unbehandelten Zellen in Medium wurde ein Laktatspiegel von 8,2 mmol/l gemessen. Nach der

Beimpfung mit den Extrakten ist bei den hdchsten Konzentrationen der Extrakte 1 (Curcuma
Gewdrzpulver) und 2 (Curcuma Nahrungserganzungsmittel) ein Laktatanstieg auf 12 mmol/l bzw. 10,9
mmol/l zu beobachten. Dieser nimmt in Richtung der schwacheren Konzentrationen der Extrakte ab.
Bei Extrakt 3 wurde bei den beiden mittleren Verdinnungen die hdchste Laktat Konzentration von 12,2
mmol/l gemessen.

Nach der Beimpfung mit Estradiol wurde ein Wert von 8,9 mmol/l ermittelt. Die Suspension mit
Tamoxifen und Endoxifen versetzten Zellen zeigte einen Laktatwert von 6,2 mmol/l bzw. 4,4 mmol/l
(Abbildung 52).

Die pH-Messung der MCF-7-Zellreihe prasentierte substanziibergreifend Werte zwischen 7,9 und 8,4
(Abbildung 52). Der pH-Wert von Medium und Zellen lag bei 8,2. Bei den drei starksten Verdiinnungen
von Extrakt 1 wurden pH-Werte von 8,3 (1000 pg/ml) und 8,4 (500 pg/ml und 300 ug/ml) gemessen. Die
pH-Messungen bei den mit Tamoxifen und Endoxifen behandelten Zellen ergaben pH-Werte von jeweils

8,3. Bei Estradiol wurde ein pH-Wert von 8,1 festgestellt.

MCF12A:

Die Laktatmessung von Medium und Zellen ergab 9,5 mmol/l. Die Zellen reagierten auf die
Extraktverdiinnungen von Extrakt 1 mit ahnlichen Laktatwerten. Extrakt 2 und 3 wiesen einen leichten
Anstieg der Laktatwerte auf 12,6 mmol/l bzw. 10,6 mmol/l auf.

Nach der Beimpfung mit Estradiol wurde ein Laktatwert von 9,2 mmol/l gemessen. Tamoxifen und

Endoxifen zeigten erniedrigte Laktatwerde von 4,3 mmol/l und 4 mmol/l (Abbildung 53).

Bei der MCF-12A-Zellreihe wurden substanziibergreifend pH-Werte zwischen 7,8 und 8,4 gemessen
(Abbildung 53). Der pH-Wert von reinem Medium und Zellen lag bei 7,9. Die pH-Messung der starksten
Verdiinnung von Extrakt 2 zeigte mit 8,4 den héchsten Wert. Bei den Kontrollen zeigte sich fir Estradiol

ein pH-Wert von 7,8 und fur Tamoxifen und Endoxifen jeweils ein pH-Wert von 8.
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MCF-7 Laktat- und pH-Messung
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Abbildung 52: Laktatkonzentration und pH-Wert nach Beimpfung der MCF-7-Zellen mit den
Extraktverdiinnungen und Kontrollen

Dargestellt sind der Laktatspiegel [ug/ml] und der pH-Wert nach 48 h Inkubation mit den Extrakt-
verdiinnungen und Kontrollen [ug/ml]. M = Medium; M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdirz-
pulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungsmittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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Abbildung 53: Laktatkonzentration und pH-Wert nach Beimpfung der MCF-12A-Zellen mit den
Extraktverdiinnungen und Kontrollen

Dargestellt sind der Laktatspiegel [ug/ml]) und der pH-Wert nach 48 h Inkubation mit den Extrakt-
verdiinnungen und Kontrollen [ug/ml]. M = Medium; M/Z = Medium/Zellen; Extrakt 1 = Curcuma Gewdrz-
pulver; Extrakt 2 = Curcuma Nahrungserganzungsmittel; Extrakt 3 = Frische Curcumawurzel.
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5. Diskussion
5.1. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ist eine in der Literatur weitverbreitete und
anerkannte Methode zur Detektion von Polyphenolen und wurde in dieser Versuchsreihe zur
chromatographischen Untersuchung der Curcuma-Pflanzenextrakte genutzt [28, 123, 12]. Weiterhin hat
sich dieses Trennverfahren in unserem Forschungslabor in der Vergangenheit als erfolgreich
herausgestellt. Ziel war es, verschiedene sekundare Pflanzenstoffe aus der Gruppe der Polyphenole
mithilfe von Referenzanalysen zu isolieren und deren Vorhandensein in den Pflanzenextrakten
nachzuweisen.

Durch die HPLC konnten die Curcumaextrakte hinsichtlich ihrer qualitativen und quantitativen
Pflanzenbestandteile untersucht werden. Die Chromatogramme der Curcuma Pflanzen-extrakte zeigten
eine numerisch ahnliche Anzahl an Peaks, diese unterschieden sich jedoch in ihrer Intensitat (
Abbildung 15-16). Die Extrakte 1 und 2 (Curcuma Gewtirzpulver; Curcuma Nahrungserganzungsmittel)
zeigten im apolaren Bereich intensivere Peaks im Vergleich zu Extrakt 3 (frische Curcumawurzel). Durch
das Ubereinanderlegen der Chromatogramme der Referenzstoffe und Curcumaextrakte konnten in
diesem Bereich die polyphenolische Kaffeesaure, die Flavonoide Quercetin und Isoquercitrin sowie die
Curcuminoide Curcumin und Bisdemethoxycurcumin eindeutig nachgewiesen werden. Diese
Polyphenole lieRen sich erst durch das starke anorganische Lésungsmittel DMSO von der apolaren
Saule l6sen, was fir ein sehr apolares Bindungsverhalten spricht.

Die Retentionszeit des Peaks der Quercetin-Referenzanalyse stimmte in allen Extrakten zeitlich mit der
Retentionszeit eines deutlichen Peaks bei 27,7 min Uberein (Abbildung 23). Eine literarische
Bestatigung dieser Ergebnisse durch HPLC-Methode gestaltete sich jedoch als schwierig. Ahn et al.
beschreiben in ihrer Arbeit die bis dahin erstmalige Isolierung von Quercetin und verschiedener
Quercetin-Derivate mittels Saulenchromatographie aus der Curcumawurzel [5]. Dieser Nachweis wurde
2021 durch Sm et al. bestatigt [207]. Ihnen gelang es weiterhin, die polyphenolische Kaffeesaure (3,4-
Dihydroxyzimtsaure) in ihrem ethanolbasierten Pflanzenextrakt aus der Curcumawurzel nachzuweisen.
Die sekundaren Pflanzenstoffe kommen in den Pflanzen in unterschiedlichsten Derivaten vor. So
scheint Quercetin in der Curcumawurzel hauptsachlich als Quercetin-3-D-galactosid vorzuliegen [207].
Neben den bereits bekannten  Curcuminoiden  Curcumin, Demethoxycurcumin  und
Bisdemethxycurcumin konnten weitere Derivate dieser Stoffgruppe, unter anderem Curcumin-O-
Glucuronid und Curcuminol, in der Curcumawurzel nachgewiesen werden [207]. Es darf nicht aul3er
Acht gelassen werden, dass diese Derivate eine wichtige Rolle bei der Bioverfugbarkeit der Curcuma
Pflanzenextrakte einzunehmen scheinen. In dieser Arbeit wurden die Extrakte nur auf das
Vorhandensein der synthetisch hergestellten Hauptmetaboliten der genannten Polyphenole gepruft.
Zur Herstellung der Extrakte wurde siebzigprozentiger Alkohol als L6sungsmittel verwendet. Hierzu gab
es in der Literatur wegweisende Studien, die eine Ethanol-Konzentration zwischen 70- und 80 Prozent
fur eine optimale, chromatographisch analysierbare Extraktionsausbeute der Flavonoide empfahlen
[165]. Weiterhin war es mit dem Ethanolverfahren mdglich, Vergleiche innerhalb der Labor-Projekte zu
ziehen. Die chromatographische Darstellung der Curcumawurzel und der darin enthaltenen Phenole

gelang mit einer C-18 Saule und einer Laufzeit von 40 Minuten. Diese Methode hatte sich bereits in
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vorherigen Forschungsarbeiten des Labors als erfolgreich gezeigt. Weitere Faktoren, die eine
chromatographische Detektion sekundarer Pflanzenstoffe beeinflussen kdnnen, sind das Elutionsmittel,
der pH-Wert, die Temperatur und die Laufzeit der HPLC [207, 67].

Auffallig war, dass sowohl das Curcuma Gewirzpulver (Extrakt 1), als auch der Pflanzenextrakt aus
frischen Curcumawurzeln (Extrakt 3) im Vergleich zum Curcuma-Nahrungserganzungsmittel (Extrakt 2)
einen hoch intensiven (bis 800 mAU) Peak bei einer Retentionszeit von 1,9 min zeigten. Dieser Peak
war mit einer Referenzanalyse der Folsaure vereinbar. Das Vorhandensein von Folsaure in Curcuma
Pflanzenextrakten lieR sich jedoch literarisch nicht bestatigen. Es zeigte sich jedoch, dass die Folsaure
mit der HPLC-Methode bereits in vielen Obst, Gemiise und Getreidesorten nachgewiesen worden war
[161]. Zur Bestatigung der HPLC-Ergebnisse wurden alle Extrakte im Routinelabor im Klinikum Siidstadt
Rostock auf das Vorhandensein von Folsaure untersucht. Hier zeigte sich, dass in Extrakt 1 (Curcuma
Gewdrzpulver) 27,3 ug/100ml, in Extrakt 2 (Curcuma Nahrungserganzungsmittel) 16,3 ug/100 ml und
in Extrakt 3 (frische Curcumawurzel) 31 ug/100 ml Folsadure vorhanden war. Fir die geringere Intensitat
im Extrakt 2 konnte der hohe prozentuale Anteil an Curcuminoiden im Vergleich zu weiteren
Inhaltsstoffen verantwortlich sein.

Interessanterweise lie® sich das Curcuminoid Demethoxycurcumin nicht in den Extrakten nachweisen,
wenngleich dies bereits bei friiheren Forschungsarbeiten gelungen war [242]. In einem parallelen
Projekt des Forschungslabors konnte Demethoxycurcumin unter identischen Bedingungen in den
Pflanzenextrakten nachgewiesen werden.

Differierende Ergebnisse zeigten sich beim Isoquercitrin. Es gelang mir, mit der Hilfe von Prof. Dr.
Jeschke der LMU Miinchen, das Flavonoid in den Pflanzenextrakten nachzuweisen. Dies lie} sich
jedoch literarisch nicht bestatigen.

5.2. CellTiter-Glo® - Viabilitatstest

Der CellTiter-Glo®-Test erzeugt ein Lumineszenzsignal proportional zur vorhandenen ATP-Menge.
Entsprechend konnte die Viabilitat der Pflanzenextrakte und Referenzen gemessen werden.

Die MCF-7 Zellreihe zeigte bei den Pflanzenextrakten und den Referenzen deutlich unterschiedliche
Ergebnisse. Bei der starksten und zweitstarksten Verdiinnung von Extrakt 1 (Curcuma Gewdrzpulver)
sowie der starksten Verdinnung von Extrakt 3 (frische Curcumawurzel) reagierten die Zellen mit einer
signifikanten Verminderung der Viabilitét. Es konnte eine erkennbare Tendenz der Wirkabschwachung
in Richtung der schwacheren Verdiinnungen beobachtet werden. Dies deutet auf eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung hin. Gegensatzliche Ergebnisse liel3 Extrakt 2 (Curcuma Nahrungserganzungsmittel) mit
fehlenden Anzeichen einer Viabilitats-Einschrankung der Zellen erkennen.

Bei den Referenzstoffen zeigte Bisdemethoxycurcumin die starkste Hemmung der Viabilitat mit einer
Verminderung der Zellzahl auf 8 %, gefolgt von Curcumin mit 56 %. Die Ergebnisse werden durch die
Arbeit von Lesmana et al. bestatigt [132]. Die eindrucksvolle Wirkung von Bisdemethoxycurcumin
konnte, wie von Li et al. beschrieben, durch eine Apoptose-Induktion der Zellen begrindet sein [134].
Die Hemmung der Viabilitdt durch die Extrakte und die Curcuminoide lassen auf eine mogliche

Beteiligung der Estrogenrezeptoren der Zellen schlieBen. In der Arbeit von Mohajeri et al. wird fir
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Curcumin und seine Derivate eine gezielte Hemmung estrogen-vermittelter Signalwege beschrieben
[155]. Die beiden Flavonoide Quercetin und Isoquercitrin sowie die polyphenolische Kaffeesaure zeigten
einen sehr schwachen, beziehungsweise keinen Einfluss auf die Zellen. Laut einer Ubersichtsstudie
besitzen sowohl Quercetin als auch Kaffeesaure die Fahigkeit, bei der Entstehung von Brustkrebs
einzugreifen und diese zu modulieren [90]. Isoquercitrin (Quercetin-3-O-glucopyranosid) kann in
Brustkrebszellen Apoptose induzieren und zeigte an MCF-7-Zellen eine antiproliferative Wirkung [253,
250]. Dies konnte durch diesen Test nicht bestatigt werden.

Estradiol erwies sich als wirkungslos, wahrend Tamoxifen und Endoxifen fir einen signifikanten

Einbruch der Zellviabilitat sorgten.

Ahnliche Ergebnisse konnten bei den Viabilitdtstests der benignen, ebenfalls rezeptorpositiven MCF-
12a-Zellen beobachtet werden. Auf die starkste Verdiinnung des Extraktes 1 (Curcuma Gewdurzpulver)
reagierten die Zellen mit einer signifikanten Verminderung der Viabilitat auf 45,6 %. Die beiden anderen
Extrakte 2 und 3 zeigten keine Reduzierung der Lebensfahigkeit. Eindrucksvolle Ergebnisse zeigten die
etwas schwacheren Verdinnungen vor allem von Extrakt 1: sie entfalteten eine leicht proliferierende
Wirkung. Wahrend sich die sekundaren Pflanzenstoffe innerhalb der Pflanzenextrakte in einer
zytotoxischen und nicht-zytotoxischen Wirkweise unterscheiden, scheint deren Wirkung auch von der
biologischen Beschaffenheit der Zelle abzuhangen [251]. Weiterhin scheint die Dosis eine wichtige Rolle
einzunehmen. So deuten Extrakt 1 und seine Inhaltsstoffe in hohen Konzentrationen eine zytotoxische
Wirkweise an, die sich jedoch in schwacher werdenden Verdiinnungen zu einer leicht proliferierenden
Wirkweise wandelt. Die beiden schwachsten Verdinnungen hatten wiederum keine Effekte auf die
Zellen. Diese paradoxe Wirkung wurde bereits am Beispiel von Quercetin untersucht [247].

Die Referenzen hatten mit den Curcuminoiden Bisdemethoxycurcumin und Curcumin, dem Flavonoid
Quercetin sowie der polyphenolischen Kaffeesdure einen starken bis moderaten, in allen Fallen
signifikanten zytotoxischen Einfluss auf die Zellen. Besonders Bisdemethoxy-curcumin stach hier mit
einer Senkung der Zellzahl auf 10,6 % hervor. Im Vergleich zu den Ergebnissen der MCF-7 Zellreihe
scheinen die benignen MCF-12a-Zellen eine hdhere Sensibilitdt gegeniber den Referenzen zu
besitzen. Im Gegensatz dazu zeigten die Extrakte insgesamt eine deutlich schwachere Wirkung auf die
MCF-12a-Zellreihe. Dieses Phanomen konnte anhand der Erkenntnisse Uber die Dosis-Wirkungs-
Beziehung der sekundaren Pflanzenstoffe erklart werden. Wahrend nach dieser Theorie einzelne
Inhaltsstoffe eine héhere Toxizitat besitzen, kdnnte die Fille an Inhaltsstoffen der Extrakte fur den
weniger toxischen Effekt auf die benignen Zellen verantwortlich sein. Weiterhin kénnte die
unterschiedliche Expression der Ostrogenrezeptoren ER-a und ER- in den Zellen fiir die differierende
Wirkweise verantwortlich sein.

Estradiol zeigte keinen Effekt, wahrend Tamoxifen und Endoxifen ihr deutlich zytotoxisches

Wirkungsprofil bestatigten.

5.3. CytoTox-Glo™-Zytotoxizitatstest

Durch den CytoTox-Glo™-Test konnte die relative Anzahl abgestorbener Zellen kolorimetrisch

quantifiziert werden. Die Viabilitdt konnte anschliefend durch die Subtraktion des lumineszierenden
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Totzellsignals vom Gesamtlumineszenzwert, nach erfolgreicher Lysierung aller Zellen, errechnet
werden [55].

Ahnlich wie im Test zuvor reagierten die MCF-7-Zellen auf die starkste Verdiinnung des Extraktes 1
(Curcuma Gewdrzpulver) mit einer signifikanten Verminderung ihrer Zellzahl. Auch Extrakt 2 (Curcuma
Nahrungserganzungsmittel) zeigte in seiner starksten Konzentration einen signifikant zytotoxischen
Effekt. Deutlich ist eine Dosis-Wirkungs-Beziehung aller Extrakte zur erkennen. Wahrend die Extrakte
bei der starksten Verdiinnung (1000 pg/ml) eine deutliche Hemmung der Viabilitat zu erkennen lielRen,
nahm dieser Effekt mit der zweiten und dritten Verdiinnung deutlich ab. Ab der vierten Verdiinnung (100
pg/ml) deutete sich gar eine leicht proliferative Wirkweise an. Dies kdnnte, ahnlich wie von Van der
Woude et al. fiir Quercetin beschrieben, eine Estrogenrezeptorabhangige, biphasische Dosisreaktion
der Extrakte auf die Zellen andeuten. Die hormetische Natur vieler sekundarer Pflanzenstoffe beschreibt
eine gegensatzliche biologische Wirkung bei unterschiedlicher Dosis [247]. Moglich ware eine starkere
Stimulation des antiproliferierend wirkenden ER-S durch hoéhere Extraktkonzentrationen, welche im
Ubergang zu den schwacheren Verdiinnungen in eine dominierende ER-a Aktivierung mit einer
proliferierende Wirkung umschlagt [248]. Eine weitere Quelle beschreibt eine ER-a-abhangige
Proliferation bei niedriger Flavonoid-Konzentration, die sich bei hohen Konzentrationen unter anderem
bei Quercetin in eine ER unabhangige Zytotoxizitat auf die Zellen umwandelt [139].

Bei den Referenzen zeigte Bisdemthoxycurcumin eine sehr deutliche und signifikante Zytotoxizitat mit
einer Senkung der Zellzahl auf 6,3 %. Ebenfalls signifikant zytotoxisch wirkte Curcumin und
Kaffeesaure. Die zytotoxische Aktivitat der Kaffeesdure auf die MCF-7-Zellen kdnnte, wie bereits von
Watabe et al. beschrieben, Uber eine Hemmung von NF-kB und einer damit einhergehenden Apoptose-
Induktion erklart werden [240]. Quercetin und Isoquercitrin zeigten eine moderate, nicht signifikante
Hemmung der Viabilitat.

Estradiol wirkte leicht stimulierend, wahrend Tamoxifen und Endoxifen die Zellen ganzlich ausléschten.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des vorherigen Tests, reagierten die benignen MCF-12a Zellen
bei der starksten Konzentration von Extrakt 1 (Curcuma Gewirzpulver) mit einer signifikanten
Verminderung der Zellzahl. Die beiden anderen Extrakte wiesen keinerlei Zytotoxizitat auf.

Die Curcuminoide Bisdemethoxycurcumin und Curcumin zeigten sich wiederholt als effektiv zytotoxisch.
Quercetin totete etwa 60 % der Zellen signifikant ab. Srivastava et al. beschreiben in ihrer Arbeit eine
Quercetin-induzierte Tumorregression durch mitochondriale Apopotose-Induktion [213]. Bei
Brustkrebszellen zeigte Quercetin eine konzentrations- und zeitabhangige Verringerung der Viabilitat
[60]. Spannend hierbei ist der schon durch niedrige Dosierung erreichbare chemopraventive Effekt des
Quercetins [107].

Die Wirkung des Estradiols war, den Ergebnissen der MCF-7-Zellreihe ahnlich, leicht stimulierend. Dies
steht in Differenz zu den vorherigen Tests ohne eine 6strogeninduzierte Wirkung. Tamoxifen und

Endoxifen zeigten den erwarteten, ganzlich zytotoxischen Effekt.
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5.4. BrdU-Proliferationstest

Der BrdU-Test misst photometrisch die Aktivitat von sich teilenden Zellen anhand des Einbaus von
Bromo-desoxyuridin (5-bromo-2’-deoxyuridine) in die Zell-DNA.

Anhand des BrdU-Proliferationstests konnte an der MCF-7-Zellreihe eine signifikante Minderung der
Proliferation, ausgel6st durch die starkste Verdiinnung des Extraktes 1 (Curcuma Gewdirzpulver),
gemessen werden. Die beiden Extrakte 2 und 3 zeigten in dieser Verdiinnung ebenfalls eine moderate
antiproliferative Wirkung. Alle Extrakte wiesen auf eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, in Abhangigkeit
ihrer Konzentrationen mit einer sinkenden antiproliferativen Wirkung in Richtung der schwacheren
Verdlinnungen, hin. Es zeigte sich, den Ergebnissen aus den Viabilitdtstests entsprechend, ein
paradoxer, proliferations-steigernder Effekt der 10- und 5-prozentigen Verdinnungen von Extrakt 1 und
2.

Die Curcuminoide Bisdemethoxycurcumin und Curcumin hemmten die Proliferation signifikant. Die
Flavonoide Quercetin und Isoquercitrin zeigten eine deutliche, jedoch nicht signifikante antiproliferative
Wirkung. Die Ergebnisse dieser Referenzen konnten bereits in friiheren Untersuchungen dargestellt
werden [46, 191, 213, 164]. Die sehr deutlichen, zytotoxischen Eigenschaften des
Bisdemethoxycurcumins in den Viabilitatstests zuvor, konnten in dem Proliferationstest nicht bestatigt
werden. Hier zeigte sich eine dem Curcumin ahnliche, moderate Hemmung des Zellmetabolismus. Die
Ergebnisse von Lesmana et al. lielen gar eine starkere Proliferationshemmung an MCF-7-Zellen durch
Curcumin im Vergleich zu Bisdemethoxycurcumin beobachten [132].

Wahrend Estradiol keine Wirkung auf die Zellen hatte, lie sich bei Tamoxifen und Endoxifen eine
signifikante und sehr deutliche Hemmung des Zellmetabolismus beobachten. Diese antiproliferative
Wirkung von Tamoxifen kénnte sich durch den Rezeptorstatus erklaren lassen. Es werden jedoch

ebenfalls differierende, rezeptorunabhangige Wirkungswege beschrieben [196].

Die MCF-12a-Zellreihe bestatigte die bereits zuvor gezeigte, konzentrationsabhangige, signifikante
Verminderung der zellularen Aktivitat, ausgeldst durch die starksten Verdinnungen von Extrakt 1 und
3. Die hundertprozentige Verdinnung von Extrakt 1 (Curcuma Gewirzpulver) hemmte den
Zellmetabolismus auf 44,3 % im Vergleich zu Medium und Zellen. Eine mit den Ergebnissen der MCF-
7-Zellen aquivalente und in den Viabilitatstests bereits dargestellte Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigte
sich nur beim Curcuma Gewurzpulver (Extrakt 1). Der Sprung zwischen der starksten (100 %) und der
zweitstarksten (50 %) Verdunnungsreihe war hier deutlicher als bei den vorherigen Ergebnissen.

Die Curcuminoide Bisdemethoxycurcumin und Curcumin bremsten die Proliferation auf 21
beziehungsweise 26 % herunter. Quercetin und Isoquercetin hemmten das Zellwachstum moderat,
jedoch nicht signifikant. Die Ergebnisse der beiden Flavonoide blieben dabei hinter der Wirkung auf die
MCF-7-Zellen zuriick. Dies kénnte mit einer unterschiedlichen Aktivierung der Ostrogenrezeptoren ER-
a und ER-p beider Zellreihen durch die Flavonoide zusammenhangen [247]. In diesem Fall kdnnte eine
erhdhte ER-a Aktivierung den schwacheren antiproliferativen Effekt von Quercetin erklaren [248].

Annlich der MCF-7-Zellreine I6ste Estradiol keine Wirkung auf die Zellen aus. Tamoxifen und Endoxifen

zeigten wie zuvor eine sehr stark antiproliferative Wirkung.
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5.5. Neutralrot-Test

Uber die lysosomale Aufnahme von Neutralrot durch vitale Zellen kann ein quantitativer Nachwei® der
Zellviabilitat erbracht werden. Letale Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf und bleiben
dementsprechend farblos.

Bei den drei Pflanzenextrakten der Curcumawurzel konnte an der MCF-7-Zellreihe eine Hemmung der
Viabilitdt durch die jeweils starkste Konzentration mit abnehmender Tendenz in Richtung der
schwacheren Verdinnungen festgestellt werden. Hierbei konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung
beobachtet werden. Es erreichte jedoch keine der Extrakt-Verdiinnungen signifikante Ergebnisse.
Studzinska-Sroka et al. bestatigen in ihrer Arbeit die Moglichkeit, iber den Neutralrot-Test die Wirkung
polyphenolischer Pflanzenextrakte auf Brustkrebszellen zu ermitteln [215]. Es zeigte sich ein paradoxes
Wirkungsprofil der Pflanzenextrakte durch einen leicht proliferativen Effekt der schwéacheren
Extraktkonzentrationen.

Die Curcuminoide Bisdemethoxycurcumin und Curcumin hemmten die Zellviabilitat signifikant und zum
Teil deutlich auf 6 beziehungsweise 50 %. Hier bestatigt Bisdemethoxycurcumin die deutlichen
Ergebnisse der vorherigen Tests. Die Wirkung von Curcumin und anderer Polyphenole auf
Brustkrebszellen kann, laut Bacanli et al., Gber den Neutralrot-Test ermittelt werden [19]. Das Flavonoid
Quercetin prasentierte ebenfalls eine signifikante Viabilitats-Einschrankung mit einer Minderung der
Zellzahl auf 43 %.

Estradiol wirkte leicht stimulierend. Tamoxifen und Endoxifen wiesen einen deutlich zytotoxischen Effekt

mit signifikanten Werten auf.

Die Ergebnisse des Neutralrot-Tests der MCF-12a-Zellreihe lieRen nach Beimpfung der Zellen mit den
Pflanzenextrakten aquivalente Ergebnisse zur MCF-7-Zellreihe beobachten. Es konnte keine
signifikante Hemmung der Zellviabilitat festgestellt werden. Eine Dosis-Wirkungs-Beziehung mit einer
moderaten Verminderung der Zellzahl durch die jeweils hochste Konzentration der Extrakte 1 (Curcuma
Gewturzpulver) und 2 (Curcuma Nahrungserganzungs-praparat) war zu beobachten.

Auch die Referenzstoffe zeigten ahnliche Ergebnisse wie bei der MCF-7-Zellreihe.
Bisdemethoxycurcumin, Curcumin und Quercetin hemmten die Viabilitdt der Zellen signifikant.
Bisdemethoxycurcumin stach hier mit einer deutlich signifikanten Verminderung der Zellzahl auf 18 %
hervor. Es wurde bereits gezeigt, dass die hemmende Wirkung des Curcuminoids auf die
Brustkrebszellen unter anderem Uber eine Aktivierung des pro-apoptotischen Proteins p53 und dessen
nachgeschaltetem Effektorprotein p21 zustande kommt [134]. Weiterhin scheint der positive
Rezeptorstatus beider Zellreihen eine wichtige Rolle einzunehmen. Laut Abroodi et al. kbnnen komplexe
Gemische von Polyphenolen Uber eine Aktivierung der ER-B- und Caspase 3-Expression den
programmierten Zelltod in MCF-7-Zellen auslésen [2]. Damit wirken sie der von Al-Bader et al.
beschriebenen krebserregenden Wirkung durch ER-a entgegen [8].

Wie bei den vorherigen Tests wies Estradiol keine Wirkung auf die MCF-12a-Zellen auf. Die selektiven
Ostrogenrezeptormodulatoren Tamoxifen und Endoxifen lieBen eine stark zytotoxische Wirkung auf die

Zellen beobachten.
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5.6. Stoffwechsel-Untersuchungen

Anhand der Bestimmung des Glukose- und Laktatspiegels sowie des pH-Wertes konnte die
Stoffwechsellage der Brustkrebszellen nach der Behandlung mit den Extraktverdinnungen und
Kontrollen eingeschatzt werden. Grundsatzlich kénnen Zellen Glukose als Energiequelle zur
Herstellung des Energietragers ATP nutzen. Die ATP-Synthese erfolgt dabei aerob in Anwesenheit von
Sauerstoff oder auf anaerobem Wege (ber die Laktatproduktion. Schnell proliferierende Krebszellen
besitzen einen deutlich hdheren Energiebedarf und nutzen neben der effizienteren ATP-Produktion tber
die sauerstoffabhangige Atmungskette zusatzlich die anaerobe Laktatherstellung, um ihren hohen
Energiebedarf zu decken. Diese aerobe Glykolyse mit anschliefender Ausscheidung von Laktat wird
bei malignen Zellen interessanterweise auch in Anwesenheit von ausreichend Sauerstoff genutzt und
nennt sich der Warburg-Effekt [232]. Ein solches Verhalten der Krebszellen kann durch erhéhte Laktat-
und fallende pH-Werte detektiert werden. Weiterhin deuten erhohte Glukosewerte in der Zellsuspension
der behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen auf einen erhéhten Anteil

abgestorbener Zellen in der Zellsuspension hin.

Die Glukosemessung brachte bei den unbehandelten Zellen sowie bei den mit den Extrakten und
Kontrollen behandelten Zellen der MCF-7-Zellreihe konstante Werte um die 20 mmol/l. Ausnahmen
lieRen sich bei der starksten Verdiinnung von Extrakt 1 mit einem Glukosespiegel von 29,9 mmol/l und
bei Tamoxifen und Endoxifen mit Werten von 27,2 mmol/ und 24,6 mmol/l beobachten. Der Glukosewert
der starksten Verdiinnung von Extrakt 1 bestatigt die Ergebnisse der zuvor durchgefihrten Zelltests, bei
denen diese Konzentration eine deutliche zytotoxische und antiproliferierende Wirkung gezeigt hatte.
Intrazellular gespeicherte Glukose koénnte Uber die permeable Membran der abgetdteten
Brustkrebszellen in den Extrazellularraum gelangt sein und so zu den erhdhten Messwerten gefiihrt
haben. Die unbehandelten Zellen in reinem Medium unterstitzen diese Annahme durch ihren deutlich
niedrigeren Glukosespiegel von 20,7 mmol/l. Hier konnte keine intrazellular gespeicherte Glukose aus
der Zelle in die Zellsuspension gelangen.

Die Kontrollen Tamoxifen und Endoxifen bestatigen ihre substanzspezifischen, sehr deutlich zytotoxisch
und antiproliferierenden Effekte aus den vorherigen Zelltests.

Annliche Ergebnisse konnten bei der Glukosemessung der benignen Zellen der MCF-12a-Zellreihe
beobachtet werden. Durch einen generell niedrigeren Glukosewert des Mediums von 21 mmol/l waren
die Werte der unbehandelten und behandelten Zellen niedriger als bei der Zellreihe zuvor. Die
Glukosewerte zeigten sich ebenfalls konstant zwischen 13 und 15 mmol/l. Eine Ausnahme liel sich bei
der starksten Verdinnung von Extrakt 2 mit einem Glukosewert von 19,7 mmol/l beobachten. Dieser
Wert konnte nur teilweise durch die zuvor durchgefiihrten Zelltests bestatigt werden.

Bei den Kontrollen lie3en sich die substanzspezifischen Effekte von Estradiol (13,4 mmol/l), Tamoxifen

(16,8 mmol/l) und Endoxifen (16,9 mmol/l) aus den Zelltests bestatigen.

Die Laktatmessungen stitzen die Ergebnisse der Glukosewerte beider Zellreihen. Es zeigten sich bei
der starksten Konzentration von Extrakt 1 mit dem erhéhten Glukosespiegel der MCF-7-Zellreihe

ebenfalls ein leicht erhdhter Laktatspiegel von 12 mmol/l im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (8,2
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mmol/l). Dies kénnte durch eine verstarkie aerobe Glykolyse mit Laktatherstellung als Energiequelle
aufgrund von Sauerstoffmangel, ausgel6st durch die Extraktverdiinnung, verursacht worden sein.

Die Kontrollen ergaben bei Estradiol keinen Effekt. Tamoxifen und Endoxifen lielen niedrige
Laktatwerte von 3 mmol/l und 4,4 mmol/l beobachten, was flir einen schnellen Zelltod der behandelten
Zellen sprechen kdnnte.

Die Laktatmessung der MCF-12a-Zellen zeigte ahnliche Ergebnisse wie bei der Zellreihe zuvor.
Heraussticht der Laktatspiegel der starksten Konzentration von Extrakt 2 mit einem Wert von 12,6
mmol/I. Dies kénnte ebenfalls durch eine gesteigerte Laktatproduktion aufgrund von Sauerstoffmangel

erklart werden. Die Kontrollen lieRen ihre substanzspezifischen Effekte beobachten.

Die pH-Messung beider Zellreihen lieRen Ergebnisse zwischen pH-Werten von 7,8 und 8,4 beobachten.
Schwankungen des pH-Wertes aufgrund der unterschiedlichen Laktatwerte konnten bei den
Extraktverdiinnungen nicht beobachtet werden. Eine Ausnahme lieR sich bei den Kontrollen
beobachten. Hier reagierte der pH-Wert auf die mit Tamoxifen und Endoxifen behandelten Zellen mit
einer leichten Wertsteigerung. Dies konnte durch die niedrigen Laktatwerte der mit diesen Substanzen

behandelten Zellen erklart werden.

5.7. Wirkweise der Curcuminoide

Die Curcuminoide Curcumin und Bisdemethoxycurcumin zeigten sowohl bei den Viabilitats- als auch
den Proliferationstests eine deutliche Wirksamkeit auf die rezeptorpositive maligne MCF-7- und die
ebenfalls rezeptorpositive benigne MCF-12a-Brustkrebszelllinien mit Gberwiegend signifikanten
Ergebnissen.

Die Ergebnisse bestatigen die zahlreichen Erkenntnisse aus friiheren Forschungsarbeiten, in denen
den Curcuminoiden eine zytotoxische und antiproliferative Wirkung zugesprochen wird. Bemerkenswert
war die Wirkung von Bisdemethoxycurcumin, da es die starkste Hemmung aller Referenzstoffe auf die
beiden Zellreihen zeigte. Die unterschiedliche Dignitat der Tumorzelllinien lieR keinen erkennbaren
Effekt auf die Wirksamkeit der Curcuminoide erkennen.

Auf einige Signaltransduktionswege der Curcuminoide soll hier nun noch einmal naher eingegangen
werden: In vielen Forschungsarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass die Curcuminoide auf
unterschiedlichste Weise Einfluss auf die Viabilitat und Proliferation von entarteten Zellen nehmen
kénnen. So besitzt Curcumin die Fahigkeit, eine Expressionssteigerung des Tumorsupressorgens p53
und die damit einhergehende selektive Apoptoseinduktion zu bewirken [191, 86]. Choudhuri et al.
konnten eine durch Curcumin erhéhte p53-Aktivitat zeigen, die eine gesteigerte Apoptoserate in MCF-
7-Brustkrebszellen zur Folge hatte [52]. Neben einer vermehrten p53-Aktivitdt kann Curcumin die
Apoptoserate auch Uber p53-unabhangige Wege induzieren. Es konnte eine Curcumin-vermittelte
Apoptose durch Aktivierung der Caspase 3 Protease mittels der Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) und der Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien verschiedener
Krebszellen beobachtet werden [23, 45]. Eine erhdhte ROS-Erzeugung durch Curcumin setzt vermehrt
den Apoptose-induzierenden Faktor (AIF) frei, fordert den Abbau intrazellularen Glutathions (GSH) und

induziert eine Chromatinkondensation, was in einer DNA-Fragmentierung resultiert [114]. Darlber
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hinaus erniedrigte Curcumin die Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen und zeigte eine hemmende
Wirkung auf proinflammatorische Zytokine. Ferner konnte lber eine Curcumin-vermittelte Hemmung
von TNF-a eine erniedrigte Expression der Interleukine IL-1b, IL-6 und IL-8 beobachtet werden [51].
Chen et al. zeigten eine Uber Curcumin erreichte Hemmung der C-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK),
welche ebenfalls zur Gruppe der MAP-Kinasen gehdren und unter anderem die Zellproliferation und
Apoptose regulieren [46]. Durch Herunterregulierung der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL
durch Curcumin konnte eine gesteigerte Apoptose erreicht werden [246]. Shishodia et al. fanden heraus,
dass Curcumin den Transkriptionsfaktor NF-kB hemmt. Folglich wurde die Expression aller NF-kB-
regulierten Genprodukte durch das Polyphenol herunterreguliert, was zur Suppression der Proliferation,
zum Stillstand des Zellzyklus in der G1/S-Phase des Zellzyklus und zur Induktion der Apoptose fluhrte
[201]. Di Tu et al. beschrieben bemerkenswerte inhibierende Potentiale, die Curcumin auf den
PIBK/AKT/mTOR Signalweg ausiibt [62]. Die PI3K/Akt/mTOR-Signalwege spielen eine wichtige Rolle
bei der humanen Brustkarzinogenese, da sie an der Steuerung des Zellzyklus und dem
Proliferationsverhalten beteiligt sind [162]. Das Aktivatorprotein-1 (AP-1) steht in Beziehung mit
Onkogenen, die unter anderem an mitogenen, pro-angiogenen und anti-apoptotischen Prozessen
beteiligt sind. Weiterhin steht AP-1 mit einer Expressionssteigerung von NF-kB in Verbindung. Curcumin
konnte die Expression AP-1 und NFkB in menschlichen Gliomzellen hemmen [198].

Das Auslosen eines Zellzyklusarrests durch Curcumin konnte in verschiedenen Krebszellen in der G2-
G2/M [53, 122] und seltener in der G-1Phase [96] der Mitose, sowohl p53-ab- als auch unabhangig,

gezeigt werden.

Bisdemethoxycurcumin macht nur etwa 5 % der Curcuminoide in der Curcumawurzel aus. Wie sich in
den Ergebnissen meiner Arbeit und in der Literatur jedoch gezeigt hat, scheint das Derivat des
Curcumins eine durchaus bedeutsame Rolle im Stoffgemisch der Curcumaextrakie zu besitzen.
Bisdemethoxycurcumin zeigte bei allen in dieser Versuchsreihe durchgefihrten Viabilitats- und
Proliferationstests signifikante Werte, die eine deutliche Hemmung der Zelliberlebensfahigkeit und des
Zellwachstums beobachten lieRen. Diese beeindruckenden Ergebnisse kdnnten durch die folgenden
Studien erklart werden. Bisdemethoxycurcumin kann DNA-Schaden und -Kondensation induzieren.
Gleichzeitig kann es die DNA-Reparaturproteine beeinflussen, indem es diese herunter reguliert [255].
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Bisdemethoxycurcumin Uber eine erhéhte ROS-Akkumulation
die p53/p21- und p16/Rb-Signalwege regulierte und dadurch zu einer hemmenden Wirkung auf die
Lebensfahigkeit von MCF-7-Zellen beitragen konnte [134]. Qiu. et al. fanden heraus, dass
Bisdemethoxycurcumin zeit- und dosis-abhangig die Proliferation von hepatozellularen Krebszellen
hemmte, indem es eine Inaktivierung des Akt-Signalweges verursachte. Das Curcuminoid regulierte die
Expression von CYLD (Cylindromatose-Lysin-63-Deubiquitinase) hoch, was zu einer Akt-
Deubiquitinierung und -Inaktivierung flihrte [179]. Es konnte festgestellt werden, dass unter
verschiedenen Polyphenolen Bisdemethoxycurcumin den Tumormarker AKR1B10, welcher mit der
Karzinogenese verschiedener Krebsarten in Verbindung gebracht wird, am effektivsten hemmte, und
zwar deutlich effektiver als Curcumin [147]. Yodkeeree et al. beschreiben eine hemmende Wirkung der
Curcuminoide auf die Invasion von Krebszellen Uber eine Regulation von Matrix-Metalloproteinasen

(MMPs). Diese Regulation von MMPs spielt eine wichtige Rolle bei der Invasion von Krebszellen durch
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Spaltung der extrazellularen Matrix (ECM). Yodkeeree et al. sprachen hierbei dem
Bisdemethoxycurcumin die deutlichste anti-metastatische Aktivitdt unter den untersuchten
Polyphenolen zu [254]. Andere Studien zeigen differierende Ergebnisse [132]. Sie bestatigen die
vielversprechenden antikanzerogenen Eigenschaften des Bisdemethoxycurcumins, die jedoch im
Vergleich zu Curcumin schwacher ausfallen wiirden. Lesmana et al. stellte in einer aktuellen Arbeit aus
dem Jahr 2021 eine effektivere Proliferationshemmung durch Curcumin, verglichen mit
Bisdemethoxycurcumin an MCF-7 Brustkrebszellen, fest [132]. Vielversprechend konnte ein
kombinierter Einsatz der Curcuminoide sein. Das zeigte eine Studie von Huang et al., in welcher die
Kombination aus Curcumin, Demethoxycurcumin und Bisdemethoxycurcurmin synergistisch die
Caspase-3-vermittelte Apoptose durch die Aktivierung von Smad2/3- und Akt-Signalwegen erhéhte und

somit die Zelllebensfahigkeit und Koloniebildung entarteter Zellen senkte [98].

5.8. Wirkweise der Flavonoide und Kaffeesaure

Die Wirksamkeit der Flavonoide Quercetin, Isoquercitrin und der zu den Polyphenolsduren gehérenden
Kaffeesaure auf die beiden hormonrezeptorpositiven Mammakarzinomzellen MCF-7 (maligne) und
MCF-12a (benigne) konnte anhand der Viabilitats- und Proliferationstests gezeigt werden.

Quercetin liel teilweise bemerkenswerte Ergebnisse mit deutlichen Unterschieden zwischen den
beiden Zellreihen beobachten. Auf die maligne MCF-7-Brustkrebszelllinie zeigte es eine moderate
Hemmung bei den Viabilitatstest, wobei nur im Neutralrot-Test signifikante Werte erreicht wurden. Die
benigne MCF-12a-Zellreihe reagierte auf die Beimpfung mit Quercetin bei allen Viabilitatstest mit
signifikaten Ergebnissen und einer deutlichen Verminderung der Zellzahl. Da Quercetin ein
Phytodstrogen ist, kdnnten diese Wirkunterschiede auf eine unterschiedlich ausgepragte Expression
der Estrogenrezeptoren ER-a und ER-$ in den beiden Zellreihen zuriickzufiihren sein. Die durch die
ER-Signalkaskaden vermittelten Wirkungen decken jedoch nicht das gesamte Wirkspektrum von
Quercetin ab. Einige dieser Signaltransduktionswege sollen im folgenden Abschnitt zusammengetragen
und erganzt werden.

Deng et al. konnten eine konzentrations- und zeitabhangige Verringerung der Lebensfahigkeit und eine
Apoptoseinduktion durch Quercetin an menschlichen MCF-7-Brustkrebszellen nachweisen [60]. Laut
Chien et al. kann Quercetin in Brustkrebszellen den Zelltod uber Caspase-3-abhangige Wege bewirken.
Weiterhin erhdhte Quercetin die Expression des pro-apoptotischen Proteins Bax und senkte den
Spiegel des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 [48]. Diese Ergebnisse konnten von Srivastava et al. an
diversen Zelllinien unterschiedlichster Tumorgenese bestatigt werden. Sie beschrieben ferner, dass
Quercetin zu einer Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials fiihrt, was eine Freisetzung
von Cytochrome C zur Folge hat. Dies spricht fiir eine Beteiligung des mitochondrialen Weges bei der
Quercetin-vermittelten Apoptoseinduktion [213]. Jeong et al. konnten feststellen, dass Quercetin der
Karzinogenese entgegen wirkt, indem es einen Zellzyklusarrest in der G(1)-Phase der Mitose induziert.
Es wurde beobachtet, dass Quercetin leichte DNA-Schaden verursachen und die Chk2 (Checkpoint-
Kinase 2), welche an der DNA-Reparatur, dem Stillstand des Zellzyklus und der Apoptose als Reaktion
auf DNA-Schaden beteiligt ist, erhdhen kann [107].
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Rivera et al. zeigten in ihrer Studie, dass Quercetin als Inhibitor von Akt- und mTOR-Aktivitaten zu einer
reduzierten Zellproliferation, einem Zellzyklusarrest und Apoptose in Brustkrebszellen fuhrt [187].
Ferner konnte festgestellt werden, dass Quercetin die Sensitivitdt von MCF-7 Zellen gegentber 5-
Fluorouracil (5-FU) erhoht, sodass diese Kombination fir die Therapie von Brustkrebs in Erwagung
gezogen werden kann [148].

Die Dosierung des Quercetins scheint einen Einfluss auf dessen Wirkungsweise zu haben. Es konnte
dargestellt werden, dass die chemopraventive Wirkung von Quercetin bereits bei niedriger und
physiologisch relevanter Dosierung erkennbar ist [107]. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen
von Van der Woude et al., welche dem Quercetin eine biphasische Dosisreaktion zuschreiben. Sie
zeigten unter anderem an MCF-7-Brustkrebszellen, dass eine hohe Konzentration an Quercetin eine
signifikante Abnahme der Zellproliferation zur Folge hatte, bei niedrigen Konzentrationen jedoch eine
leichte Zellproliferation beobachtet werden konnte [247]. Sie versuchten, dieses Phanomen Uber eine
unterschiedliche, konzentrationsabhangige Aktivierung der beiden Estrogenrezeptoren ER-a und ER-f
zu erklaren. Wahrend eine hohe Konzentration an Quercetin eine verstarkte Expression des anti-
proliferierend wirkenden ER-B zur Folge hatte, konnte eine niedrige Konzentration in einer
proliferierenden Wirkung durch vermehrte ER-a Aktivierung resultieren [248]. Maggiolini et al. wiederum

stellten eine ER-unabhéngige Zytotoxizitat des Quercetins bei hohen Konzentrationen fest [139].

Dem Flavonoid Isoquercitrin konnten ebenfalls wirksame pharmakologische Eigenschaften gegentiber
Krebszellen nachgewiesen werden. Es wurde festgestell, dass das Flavonoid in
Gebarmutterhalskrebszellen zu einem Zellzyklusarrest in der S-Phase fihrt und die Apoptose der
entarteten Zellen unter anderem durch chromosomalen DNA-Abbau und einer gesteigerten Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) induziert. Ferner war Isoquercitrin fir die Hemmung des anti-
apoptotische Bcl-2-Proteins verantwortlich, wahrend es die Expression des pro-apoptotischen Proteins
Bax steigerte [164].

Die Kaffeesaure erreicht ihre antikanzerogenen Wirkungen Uber eine gesteigerter ROS-Produktion.
Ferner hemmt sie mitochondriale Funktionen, was die Apoptose in entarteten Zellen fordert [153]. Der
Transkriptionsfaktor NF-kB konnte in MCF-7-Brustkrebszellen durch Kaffeesaurephenethylester
(CAPE), der Ester von Kaffeesaure und Phenethylalkohol, gehemmt werden. Dies hatte eine
Apoptoseinduktion der Zellen zur Folge [240]. Das pharmakologische Potenzial dieser in der Natur weit
verbreiteten phenolischen Verbindung scheint von groRem Interesse zu sein. Laut Kuo et al. kann CAPE
die Akt-Signalgebung, zellzyklusregulierende Proteine, die NF-kB-Funktion sowie die Aktivitdt von
Matrix-Metalloproteinase (MMPs), des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) und der
Cyclooxygenase-2 (COX-2) hemmen [127]. In OV7-Ovarialkarzinomzellen induzierte CAPE die
Apoptose uber eine Dysregulation des Bax/Bcl-2-Gleichgewichts, wobei das Expressionsniveau des

proapoptotischen Bax-Gens zehnmal héher war als das von Bcl-2 [115].
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5.9. Methodenkritik

Die Herstellung der ethanolbasierten Extrakte erfolgte Uber eine etablierte Methode des
Forschungslabors, die sich in der Vergangenheit als erfolgreich herausgestellt hatte. In der Literatur
werden verschiedene Methoden zur effizienten Extraktion sekundarer Pflanzenstoffe beschrieben.
Diese unterscheiden sich in der Art des Ld&sungsmittels, dessen Konzentration sowie der
Extraktionsmethode und Extraktionszeit.

Unter den verschiedenen Ldsungsmitteln stellte sich Ethanol zur Extrahierung von Curcumin als
effizienteste LOsung heraus [226]. Dabei wurde eine Extraktionszeit von 60 min und eine Temperatur
von 55 °C angewendet. Pan et al. erzielten die hdchste Curcumin Ausbeute unter Verwendung von 80
% Ethanol, kombiniert mit einer Extraktionstemperatur von 70 °C und einem Flissigkeits-zu-Material-
Verhaltnis von 20:1 [169]. Ein niedrigeres Fest-FlUssig-Verhaltnis von 1:10 [256] und eine niedrigere
Ethanolkonzentration von 69 % zeigten ebenfalls gute Extraktionsergebnisse [258]. Die genannten
Methoden eignen sich ebenfalls zur Extraktion anderer Phenol- und Flavonoidverbindungen [67].

Bei der anschlielRenden chromatographischen Detektion von Pflanzenstoffen in den Curcumaextrakten
mittels der HPLC-Methode gab es literarische Unterschiede bei der Wahl der Laufgeschwindigkeit, der
Wellenlange des UV-Detektors und der Zusammensetzung der mobilen Phase. Alaerts et al.
verwendeten zur Untersuchung der Curcuma Wurzel ebenfalls eine C-18 Saule und eine
Detektionswellenlange von 254 nm. Die Flussrate betrug jedoch 2 mil/min und die Retentionszeit 50 min
[7]. Mudge et al. verwendeten eine mobile Phase, bestehend aus Wasser und Acetonitril, sowie eine
Wellenlange von 425 nm mit einer Flussrate von 1,4 ml/min fir die Quantifizierung von Curcuminoiden
[160]. Alves et al. detektierten Quercetin und Isoquercitrin bei einer Flussrate von 1,8 ml/min und einer
Wellenlange von 350 nm. Die mobile Phase bestand aus Acetonitril und einem Phosphorsaurepuffer
[11].

Um die Pflanzenextrakte auf ihre Inhaltsstoffe untersuchen zu kénnen, wurden synthetische
Referenzanalysen der Polyphenole verwendet. Durch die immense Strukturvielfalt der in der Natur
vorkommenden Polyphenole kann nicht genau gesagt werden, in welcher Menge weitere
pharmakologisch wirksame Stoffderivate in den Extrakten vorhanden sind [30]. Beispielsweise liegt das
Flavonoid Quercetin in der Curcuma Wurzel hauptsachlich glykosyliert als Qurecetin-3-D-galactoside
vor [207]. Weitere Untersuchungen der einzelnen Stoffderivate kdnnten zu einem besseren Verstandnis

der Polyphenole im Hinblick auf deren pharmakologisches Wirkprofil fihren.

Die Referenz Curcumin wurde zur Anwendung bei den Tests in absolutem Alkohol gelost.
Bisdemethoxycurcumin lie} sich in absolutem Alkohol nur ungentigend lésen. In der Literatur wurde
eine gute Loslichkeit des Curcuminoids in Dimethylsulfoxid (DMSQO) beschrieben, was fiir diese Arbeit
Ubernommen wurde [180, 208]. Ein Vergleich zwischen den beiden Referenzen konnte durch die
Einbeziehung der Negativkontrolle 2 (L6sungsmittel) bei der Ergebnisberechnung gezogen werden. Fir
weitere Arbeiten mit diesen Referenzstoffen sollte die Anwendung eines einheitlichen Losungsmittels

angestrebt werden.
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Der CellTiter-Glo®-Test stltzt sich auf die Eigenschaften einer proprietaren thermostabilen Luciferase
(Ultra-GloTM Recombinant Luciferase), die ein stabiles ,glow-type“-lumineszierendes Signal erzeugt.
Losungsmittel fir die verschiedenen Referenzen kdonnen diese Luciferase-Reaktion und damit die
Lichtleistung des Tests beeintrachtigen. Dimethylsulfoxid (DMSO), das haufig als Vehikel zur Losung
organischer Chemikalien verwendet wird, wurde im Test in Endkonzentrationen von bis zu 2 % getestet
und wirkt sich nur minimal auf die Lichtleistung aus [44]. In dieser Arbeit wurden die Flavonoide
Quercetin und Isoquercitrin in absolutem Alk und DMSO im Verhaltnis 1:1 und das Curcuminoid
Bisdemthoxycurcumin in reinem DMSO gel6st.

Der Neutralrot-Aufnahmetest liefert eine quantitative Schatzung der Anzahl lebensfahiger Zellen in einer
Kultur. Gelegentlich kdnnen einige Chemikalien dazu fiihren, dass der neutralrote Farbstoff irreversibel
zu feinen, nadelférmigen Kristallen ausfallt, was zu einer Uberschatzung der toxischen Wirkung fiihrt
[185]. Dies wurde durch eine regelmafige mikroskopische Kontrolle der Wells wahrend der Inkubation

mit dem Farbstoff verhindert.

5.10. Fazit

Das Thema dieser Arbeit war der Einfluss von drei Pflanzenextrakten der Curcumawurzel auf
hormonrezeptorpositive maligne (MCF-7) und benigne (MCF-12a) Brustkrebszellen. Weiterhin wurde
das Wirkprofil der in der Curcumawurzel enthaltenen Polyphenole Curcumin, Bisdemethoxycurcumin,
Kaffeesaure, Quercetin und Isoquercitrin auf die Zellreihen untersucht. Bei den Pflanzenextrakten
konnte vor allem der Extrakt 1 (Curcuma Gewurzpulver) mit einer dosisabhangigen zytotoxischen und
antiproliferierenden Wirkung auf die Krebszellen Gberzeugen. Die Referenzstoffe wiesen eine teilweise
sehr deutlich hemmende Wirkung auf das Viabilitdts- und Proliferationsverhalten der Zellen auf.
Besonders hervorzuheben ist das stark zytotoxische sowie antiproliferative Wirkverhalten der

Curcuminoide auf beide Zellreihen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die zahlreichen wissenschaftlichen Forschungsarbeiten der
vergangenen Jahre demonstrieren das gro3e Potential der Polyphenole im Hinblick auf die Therapie
und Pravention von Brustkrebs. In einer weiteren Arbeit kdnnte untersucht werden, inwieweit die
Verwendung eines Curcuma Gewiurzpulvers beziehungsweise die Supplementierung eines Curcuma
Nahrungserganzungsmittels einen praventiven Effekt auf die Entstehung von Brustkrebs besitzt.

6. Ausblick

Durch die zahlreichen Forschungsarbeiten, die der Curcumawurzel und ihren Inhaltsstoffen unter
anderem antikanzerogene Eigenschaften beimessen, besteht grolRes Interesse an weiteren
praklinischen und klinischen Untersuchungen.

Bei zukinftigen Untersuchungen sollte die Exiraktion der sekundaren Pflanzenstoffe aus der
Curcumawurzel optimiert werden. Eine Mdglichkeit, den Ertrag der Curcuminoide zu erhéhen, ware eine
verlangerte Extraktionszeit auf 60 min [226]. Die Ertrage des Flavonoids Quercetin lassen sich laut Ko
et al. durch einen hohen Druck (90 bar), eine héhere Temperatur (165 °C) und eine kurze Extraktionszeit
(15 min) erheblich steigern [116].
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Das Flavonoid Quercetin liegt in der Curcuma-Wurzel hauptsachlich glykosyliert als Qurecetin-3-D-
galactoside vor [207]. Um eine genaue Quantifizierung des Quercetins innerhalb der Curcumaextrakte
zu gewahrleisten, missten die Glykosid-Bindungen wahrend der Extrahierung der Pflanzenextrakte mit
Salzsaure hydrolysiert werden [92]. Weiterhin sind neben Curcumin und Bisdemethoxycurcumin weitere
Derivate der Curcuminoide in der Curcumawurzel vorhanden, die eine pharmakologische Wirksamkeit
besitzen kdnnten. Deshalb sollte eine Isolierung dieser Derivate mithilfe der HPLC durchgefihrt und
deren Wirkprofil separat in in-vitro untersucht werden. Weiterhin sollte zur besseren Vergleichbarkeit
der sekundaren Pflanzenstoffe untereinander ein einheitliches Lésungsmittel verwendet werden.

Die wachstumshemmenden Ergebnisse dieser Arbeit wurden an malignen und benignen
Brustkrebszellen erzielt. Der Einfluss auf gesunde Brustzellen sollte zukiinftig ebenfalls erforscht
werden.

Bei der Therapie und Pravention von Brustkrebs besitzt der Hormonrezeptor eine besondere Relevanz.
Fir Quercetin konnte sowohl eine rezeptorabhangige [248] also auch rezeptorunabhangige Hemmung
von Brustkrebszellen gezeigt werden [139]. So miisste geklart werden, inwieweit sich ein Wirkeffekt an
rezeptornegativen Karzinomzellen durch die Pflanzenextrakie und Referenzen zeigen liele. Laut Van
der Woude et al. besitzt Quercetin eine biphasische Dosisreaktion. So hatte hochkonzentriertes
Quercetin einen hemmenden Effekt auf MCF-7 Zellen, wahrend niedrige Konzentrationen eine
gesteigerte Proliferation auslésten [247]. Um eine mdgliche Unterdosierung des Quercetins oder der
anderen Referenzen zu Uberprifen, ware es sinnvoll, die in vorliegender Arbeit angewandten
Untersuchungsreihen mit unterschiedlichen Konzentrationen zu wiederholen.

Das Betrachten der Wirkmechanismen auf molekularer Ebene koénnte Aufschluss darlber geben,
inwieweit die Pflanzenextrakte mit ihrer Komplexitat und Fulle an Inhaltsstoffen im Vergleich zur
jeweiligen synthetisch hergestellten Reinsubstanz der Polyphenole bei der Therapie und Pravention von
Brustkrebs vorteilhaft waren. Gleichzeitig kdnnten potenzielle Interaktionen zwischen den sekundaren
Pflanzenstoffen aufgedeckt werden. Srivastava et al. beschreiben in ihrer Arbeit eine synergistische
Wirkungsweise von Quercetin in Verbindung mit Curcumin mit einer deutlichen Hemmung der
Zellproliferation [212].

Weiterhin sollten mdgliche Interaktionen mit der klassischen Krebstherapie untersucht werden. Hierbei
gilt beispielsweise, dass Wechselwirkungen zwischen Curcumin und Enzymen der Cytochrom-P450-
Familie auftreten kénnen [229]. Im Anschluss daran kénnte mit in-vivo Studien begonnen werden.
Klinische Studien wirden zu einem besseren Verstandnis der Wirkung von Polyphenolen bezliglich der
Resorption, des Metabolismus und der Bioverfligbarkeit im menschlichen Koérper flihren. Die
Bioverfigbarkeit schwankt stark innerhalb der Polyphenole und ihren Derivaten. So scheint
Tetrahydrocurcumin, ein wichtiger Metabolit der Curcuminoide, in Sachen WasserlGslichkeit,
chemischer Stabilitat, Bioverfligbarkeit und antioxidativer Aktivitat Curcumin tberlegen zu sein [129]. Im
Kapitel 1.2.7 Resorption und Bioverfigbarkeit wurden bereits die Besonderheiten der Resorption und
Metabolisierung von Polyphenolen nach oraler Aufnahme besprochen. Diese hangen unter anderem
von Glykosidsubstituenten, zellularen Transportmechanismen, bakterieller Darmflora und genetischer
Disposition ab. Hier gilt es, die Pharmakokinetik und -dynamik der Polyphenole innerhalb des

Blutkreislaufes und Organsysteme weiter zu untersuchen.
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Eine Moglichkeit, etablierte Therapieschemata bei Krebserkrankungen mit Polyphenolen zu
kombinieren, wird in dieser Arbeit untersucht. Dies kdnnte eine Reduktion der Zytostatika-Dosis und
damit eine Senkung der Nebenwirkungen durch die zytostatische Chemotherapie zur Folge haben. So
wurde festgestellt, dass Quercetin die Sensitivitat von MCF-7 Zellen gegentiber 5-Fluorouracil erhéht,
sodass diese Kombination fiir die Therapie von Brustkrebs in Erwagung gezogen werden kann [148].
Curcumin soll durch Doxorubicin vermittelte Gewebeschadigungen wiederherstellen und eine
schiutzende Wirkung auf Herz, Nieren, Leber, Gehirn und die Fortpflanzungsorgane haben [156].
Gleichzeitig soll Curcumin ebenfalls Krebszellen gegenliiber Chemotherapeutika sensibilisieren [222].
So scheinen die Polyphenole sowohl untereinander als auch in Kombination mit klassischen
Chemotherapeutika synergistisch wirken zu kénnen. Es bleiben jedoch auch die unerwiinschten
Wechselwirkungen der CYP-Enzyme, die es weiter zu untersuchen gilt.

Weiterhin stellen sich interessante Fragen als Ergédnzung zu dieser Arbeit:

Wie haufig und in welcher Menge sollte das Curcuma Gewirzpulver in der Kiiche verwendet werden,
um einen moglichen praventiven Effekt auf die Karzinogenese von Brustkrebs zu entfalten?

Ist eine Supplementation von Polyphenolen ber ein Curcuma-Praparat zur Pravention von Brustkrebs
sinnvoll?

Welche langfristigen und physiologischen Blutkonzentrationen der Polyphenole kénnen mit einer
Supplementierung von Curcuma-Praparaten erreicht werden und besitzen diese einen praventiven

Effekt auf die Karzinogenese von Brustkrebs?
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7. Zusammenfassung

Sekundare Pflanzenstoffe in der Therapie und Pravention von Brustkrebs sind seit Jahren fester
Bestandteil wissenschaftlicher Forschungsarbeiten. Die Curcumawurzel enthalt in hohen Mengen
Polyphenole, denen in in-vitro Untersuchungen antikanzerogene Eigenschaften zugesprochen werden
konnte.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss verschiedener Curcumaxtrakte auf maligne (MCF-7) und benigne
(MCF-12a) rezeptorpositive Brustkrebszellen untersucht. Die Extraktherstellung erfolgte mittels
Ethanolverfahren aus Curcuma Gewitrzpulver (Extrakt 1), einem Curcuma Nahrungserganzungsmittel
(Extrakt 2) und frischer Curcumawurzel (Extrakt 3).

Mithilfe der HPLC-Methode gelang eine teilweise chromatographische Auftrennung der
Pflanzenextrakte. Unter den Polyphenolen konnten die Curcuminoide Curcumin und
Bisdemethoxycurcumin, die Flavonoide Quercetin und Isoquercitrin, sowie die Kaffeesaure in allen drei
Extrakten nachgewiesen werden. Durch eine immunhistochemische Untersuchung beider Brustkrebs-
zelllinien gelang der positive Rezeptornachweis. Anhand von Viabilitats- und Proliferations-tests konnte
der Einfluss der Pflanzenextrakte, Referenzen und Kontrollen auf die Lebens- und
Vermehrungsfahigkeit der Zellen dargestellt werden.

Zusammenfassend wurde eine dosisabhangige Hemmung der Viabilitdt und Proliferation durch die
Extrakte beobachtet. Die hochdosierten Extraktverdinnungen lieferten teilweise deutlich zytotoxische
Ergebnisse, wahrend die niedrigeren Konzentrationen keinen, beziehungsweise einen leicht
proliferierenden Effekt erkennen lief3en.

Die in den Extrakten chromatographierten Referenzstoffe wiesen eine teilweise sehr deutlich
hemmende Wirkung auf das Viabilitdts- und Proliferationsverhalten der Zellen auf. Unter ihnen konnte
den Curcuminoiden ein stark zytotoxischer sowie antiproliferativer Effekt sowohl auf die maligne
rezeptorpositive als auch auf die benigne rezeptorpositive Zellreihe nachgewiesen werden. Hierbei wies
Bisdemethoxycurcumin eine deutlich effektivere Wirkung im Vergleich zu Curcumin auf. Die Flavonoide
Quercetin und Isoquercitrin sowie die Kaffeesaure Uberzeugten mit einer moderaten Verminderung der
Zellzahl und Vermehrungsfahigkeit in den Viabilitats- und Proliferationstests. Dieser Effekt zeigte sich
etwas deutlicher bei den Zellen der benignen MCF-12a-Reihe.

Die Kontrollen lieRen bei Estrogen, neben einer schwachen Proliferationssteigerung beim CytoTox-
Glo™-Zytotoxizitatstests, keinen Effekt auf die Zellreihen erkennen. Tamoxifen und Endoxifen
bestatigten ihre substanzspezifische Wirkung auf beide Zellreihen mit deutlich zytotoxischen
Ergebnissen und verdeutlichen die Aussagekraft der in-vitro Untersuchungen.

Die deutlich antikanzerogenen Ergebnisse der Pflanzenextrakte und Polyphenole in dieser Arbeit
stehen im Einklang mit dem aktuellen wissenschaftlichen Forschungsstand und sind fir weitere

Untersuchungen von gro3em Interesse.
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8. Thesen

Thema:
Einfluss von Curcuma und ihren Inhaltsstoffen Curcumin, Bisdemethoxycurcumin, Kaffeesaure,
Quercetin und Isoquercitrin auf hormonrezeptorpositive maligne (MCF-7) und benigne (MCF-12A)

Mammakarzinomzellen.

1. Brustkrebs ist die haufigste maligne Erkrankung der Frau in Deutschland und weltweit.

2. Ein inhibitorischer Effekt einiger der in der Curcumawurzel enthaltenen Polyphenole auf
Brustkrebs ist vielfaltig in Studien beschrieben und untersucht worden.

3. Die vorliegende wissenschaftliche Untersuchung befasst sich mit den Wirkungen dreier
Pflanzenextrakte aus der Curcumawurzel und deren synthetisch hergestellten
polyphenolischen Inhaltsstoffen Curcumin, Bisdemethoxycurcumin, Kaffeesaure, Quercetin
und Isoquercitrin auf die Mammakarzinomzellen MCF-7 und MCF-12a.

4. In allen drei Pflanzenextrakten kdnnen die Polyphenole Curcumin, Bisdemethoxy- curcumin,
Kaffeesdure, Quercetin und Isoquercitrin mittels HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) isoliert werden.

5. Im Extrakt 1 (Curcuma Gewdlrzpulver) kann die hoéchste Intensitat der Inhaltsstoffe detektiert
werden.

6. Der Hormonrezeptorstatus der MCF-7- und MCF-12a-Zellen kann mittels immun-
histochemischer Untersuchung verifiziert werden.

7. Die in-vitro Zelltests CellTiter-Glo®, CytoTox-Glo™, BrdU und Neutralrot werden zur
Beurteilung von Zellviabilitat, Zytotoxizitat und Proliferation herangezogen.

8. Extrakt 1 (Curcuma Gewdilrzpulver) weist mit seinen hochdosierten Extrakt-verdiinnungen
signifikant inhibitorische Wirkungen auf die Zellviabilitat und Proliferation auf.

9. Extrakt 2 (Curcuma Nahrungserganzungsmittel) und Extrakt 3 (frische Curcuma-wurzel)
bestatigen diese Ergebnisse nur vereinzelt.

10. Die synthethischen Curcuminoide Curcumin und Bisdemethoxycurcumin zeigen eine moderate
bis starke, signifikante Hemmung der Zellviabilitdt und Proliferation an beiden
Brustkrebszellreihen.

11. Die synthetischen Flavonoide Quercetin und Isoquercitrin sowie die Kaffeesdure zeigen eine
moderate bis schwache, teilweise signifikante Inhibierung der Zellviabilitat und Proliferation an
beiden Brustkrebszellreihen.

12. Die Kontrollen Estradiol, Tamoxifen und Endoxifen weisen ein substanzspezifisches
Wirkverhalten an beiden Brustkrebszellreihen auf.
13. Die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Curcumaextrakte missen weiter untersucht werden.

14. Die weitere Differenzierung der Polyphenolderivate innerhalb der Curcumawurzel kann nun
fortgefihrt und deren Wirkprofil untersucht werden.

15. Die antikanzerogenen Effekte der Curcumaextrakte sind fir weitere Untersuchungen in-vivo
von groRem Interesse.
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Einleitung el Referanzsubstanzen

Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung der Frau weltweit [1]. Da klassische Folsure (1) 1.8
Therapieformen teilweise nicht ausreichend effizient, oft mit starken Nebenwirkungen . Kaffeesaure (2) 246
behaftet und teuer sind, neigen immer mehr Frauen zur Unterstiitzung durch eine 7 I Isoquerditrin (2) 27
integrative Therapie [2]. Dabei spielt bewusste Ernahrung und Zufuhr von 2 -
Nahrungserganzungsmitteln eine immer gréRer werdende Rolle. Den Curcuminoiden, , I Quercetin (3) 2
Curcumin und Bisdemethoxycurcumin, wird hier ein groRes Potential bei der Pravention " : . Curcumin (4) 289
und Therapie von Brustkrebs zugesprochen [3] [4]. Ziel dieser Studie ist es, die N T Bisdemethoxycurcumin (5) 292
zytotoxische und antiproliferative Wirkung von Curcuma und der darin enthaltenen .
Referenzen auf maligne und benigne hormonrezeptorpositive Mammakarzinomzellen o iy : S 1 Retentons:
(MCF7 und MCF-12A) zu untersuchen.
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Material und Methoden . [ H U U -
Aus konventionell erworbenem Curcuma-Gewiirzpulver (Extrakt 1), einem Curcuma- o H i H H H | H ‘ ﬂ ( H [ H ( Df D *;;;:";}*:,{;ﬁf
Nahrungserganzungspraparat aus den USA (Extrakt 2) und einer frischen Curcuma- T 2EEPE SIS0 f’ Vf’ < J"J &
Wurzel (Extrakt 3) wurden mithilfe eines Mikrowellenverfahrens drei Ethanolextrakte o —— o
hergestellt. Mittels Hochleistungschromatographie (HPLC) konnten die einzelnen verr Cpon o™ h Ot - OreTocGer
Extrakte auf ihre Inhaltsstoffe analysiert werden. Der Rezeptornachweis der Zellen . o . - -
gelang immunhistochemisch (Biozol). Der Einfluss der drei Curcuma-Extrakte sowie der N i i
Referenzen wurde mithilfe von Zellviabilitats- (CellTiter-Glo®, Promega; Neutralrot, ?m :
Sigma-Aldrich®), Zytotoxizitats- (CytoTox-Glo®, Promega) und Proliferationstests e | H‘ H s
(BrdU®, Roche) untersucht. Durch Glucose-, pH- und Lactatmessungen konnte der f’ v“’v"
Zellmetabolismus wahrend der Testansétze Uberpriift werden. Die drei Curcurma- LI _WWM.M
Extrakte waren bei allen Tests in 5 Konzentrationen diluiert (100%, 50%, 20%, 10%, werr ol Profferation ELISA, BrdU = B
5%, 3%). Als Kontrollen fungierten Tamoxifen, Endoxifen und Estradiol. s - -
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In allen drei Extrakten konnten die sekul [ren Pflanzenstoffe Curcumin, Bis- o Cellfer-Gio® werian ColliterGios
demethoxycurcumin, [ [1 1) re, K[ [ [1 [Ire, Isoquercitrin und Quercetin nachgewiesen - i s -
werden. Vor allem Extrakt 1 (Curcuma-Gewdirzpulver) zeigte bei beiden Zellreihen eine - L . .
konzentrationsabh() [1ge Hemmung der Zellviabilitt) fund Zellproliferation. Bei den g o I 1 f
Referenzen stachen Bisdemethoxycurcumin, Curcumin und Quercetin mit einer stark § wll *
zytotoxischen und stark antiproliferativen Wirkung auf beide Zellreihen hervor. Die K ﬂ
Kontrollen Tamoxifen und Endoxifen, sowie die L&sungsmittel lieferten die zu SEEFOIIESPE PGPS
erwarteten Ergebnisse. Hier fiel auf, dass sowohl DMSO als auch Alkohol 90% / DMSO e ) w;w;" -
als Lésungsmittelkontrolle bei MCF-12A eine moderate zytotoxische Wirkung zeigte. e Oretoceen ": “ -
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Abb. 2: Immunhistochemie ICF-7 (links) und MCF- rechts). Reprasentat sitive Ergebnisse fiir das Vorhandensein von ER-a (A), ER- verA
(B) und Progesteron-Re: (C) dargestelt. Die Negativkontrolien (D) zeigen i d s .
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Sowohl die Extrakte als auch die Referenzen zeigten bei den in-vitro PP IISE S
L eine teilweise beachtliche Wirkung auf die hormonrezeptor- ot s a1
positive maligne (MCF-7) und benigne (MCF-12A) Mammazelllinie. In weiteren e e i e s arcbmeichung.” = Sntan (<008
Untersuchungen kann gepriift werden, inwiefern diese Wirkung hormonrezeptor- Literatur
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